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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

FARKLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN PIGMENT URETEN
BAKTERILERIN TANILANMASI VE TEKSTIiL ENDUSTRISINDE BOYAR
MADDE OLARAK KULLANILMASI

Merve SIMSEK

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Arzu GORMEZ

Bu tez kapsaminda onceki calismalarda izole edilen ve kiiltir koleksiyonunda bulunan
izolatlardan pigment iiretenler tespit edilerek klasik ve molekiiler yontemlerle tanilanmigtir. Bakterilerden
metanol ekstraksiyon yontemi kullanilarak izole edilen pigmentler TLC ve spektrofotometre kullanilarak
karakterize edilmistir. Izole edilen pigmentlerin tekstil endiistrisinde ipek kumas iizerinde boyar madde
olarak kullanimi degerlendirilmistr. Ayrica insan saghgina etkileri; saglikli fibroblast hiicre hattinda MTT
testi, eritrosit hiicrelerinde ise hemolitik aktivite testi ile belirlenmistir. Caligmanin sonucunda ortalama
570 izolattan en iyi pigment olusturdugu gézlenen 6 izolat belirlenmis ve bunlardan AS-54, AS-55, AS-
67 izolatlar1 Serratia plymuthica AS-75 izolatt Serratia marcescens, AHS izolatt Micrococcus luteus,
FAS-TUR izolat1 ise Paracoccus marcusii olarak tanilanmustir. Tanilanan izolatlardan elde edilen
pigmentlerin karakterizasyonu sonucunda, AHS ve FAS-TUR izolatlarindan elde edilen pigmentlerin
literatiir verileriyle karsilastirildiginda beta-karoten, diger izolatlardan elde edilen pigmentlerin de
prodigiosin oldugu belirlenmistir. Pigmentlerin ipek kumas boyamada olumlu sonu¢ verdigi, hiicre
canlilig1 tizerine olan etkilerine bakildiginda ise; hemolitik aktivite gostermedigi ve toksik etkisinin
bulunmadigi tespit edilmistir. Bu baglamda izole edilen pigmentlerin tekstil endiistrisinde gevre-dostu

dogal kumas boyasi olarak kullaniminin miimkiin olabilecegi sonucuna varilmustir.
2019, 63 sayfa

Anahtar Kelimeler: S. marcescens, S.plymuthica, P. Marcusi, M. luteus, pigment, bakteri,

tekstil, toksisite



ABSTRACT

MS. Thesis

IDENTIFICATION OF PIGMENT PRODUCING BACTERIA ISOLATED
FROM DIFFERENT SOURCES AND USE AS DYESTUFF IN TEXTILE
INDUSTRY

Merve SIMSEK

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Arzu GORMEZ

In this study, the isolates that were isolated in the previous studies in culture collection were
evaluated in term of pigment production. The isolates producing pigments were identified by classical and
molecular methods. The pigments were isolated from bacteria by using methanol extraction method and
characterized by TLC and spectrophotometer. The pigments were evaluated as dyestuff on silk fabric in
textile industry. Besides their effects on human health were searched by MTT test on healthy fibroblast
cell line and hemolytic activity test on erythrocyte cells. As a result of the study, 6 isolates were
determined to produce the best pigment from 570 isolates. The isolates coded as AS-54, AS-55, AS-67
were identified as Serratia plymuthica, the isolate coded as AS-75 was identified as Serratia marcescens,
the isoate coded as AHS was identified as Micrococcus luteus, the isolate coded as FAS-TUR was
identified as Paracoccus marcusii. As a result of the characterization of the pigments, the pigments were
found to be beta-carotene and prodigiosin for the isolates coded as AHS, FAS-TUR isolates and the
others, respectively. At the end of the process of silk fabric dyeing, the colour of the fabrics were
determined as different shades of pink, orange and yellow. The pigments did not exhibit any hemolitic

activity and toxic effect on fibroblast cell line.
2019, 63 page

Keywords: S. marcescens, S. plymuthica, P. Marcusii, M. luteus pigment, bacteria, textile,

toxicity
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Pigment Kullaniminin Tarihsel Gelisimi

Pigmentler, goriiniir dalga boylarinda 15181 absorbe eden kimyasal bilesenlerdir.
Kaynaklarma gore organik ve inorganik olarak siniflandirilan pigmentlerden organik
olanlar dogal veya sentetik olarak incelenmektedir. Dogal pigmentler bitkiler, hayvanlar
ve mikroorganizmalar tarafindan iretilirken, sentetik pigmentler yapay olarak
iiretilmektedir. Inorganik pigmentler ise dogada bulunabildigi gibi sentez yoluyla da
iiretilebilmektedir (Erdal ve Okmen 2013). Pigmentlerin renk verme Ozelligi eski
caglardan beri fark edilmis olup her donem insan hayatinin bir pargasi olmustur.
Insanlar bazen yasadiklar1 gevreye bir iz birakmak, bazen kiyafetlerini renklendirmek,
bazen kendilerini giizellestirmek i¢in renk veren bu maddelere ihtiya¢ duymustur.
Cevrelerinde bulunan renkli bitkilere, madenlere olan ilgileri bunlari boyar madde
olarak kullanima itmis ve boylelikle dogal boyalar hayatimiza girmeye baslamistir.
Yazili kayitlara gére boyar maddeler, ilk olarak M.O. 2600 yillarinda Cin’de
kullanilmistir (Siva 2007). Ilk boyama islemlerinde genellikle ilkel boyama teknikleri
kullanilarak, bitkiler ya ham halde ya da kaynatilip Oziiti alinarak kumaslara
uygulanmistir. Ancak yeni tekniklerin ve medeniyetlerin gelismesiyle farkli yontemler
kullanilmaya baglanmis ve daha genis yelpazede uygulama alanlar1 ortaya ¢ikmistir.
Ornegin Aztek ve Maya Uygarliklart déneminde tekstil icin kullanilan kosineal boyasi
giiniimiizde gida sektoriinde de kullanilmaya baslanmistir. Civit otu, kina, safran tarih
boyunca kullanilan ve giinlimiize kadar ulasmis dogal boya kaynaklarindan sadece
birka¢i olmustur (Gulrajani 1992). Ancak dogal boyalarin iiretimindeki sorunlar
nedeniyle piyasadaki talep yeterince karsilanamadigindan sentetik boyalarin ortaya
ctkmasi  kacimilmaz olmustur. Ik olarak 1856’da Pekin’de sentetik boyalarin
tanitilmasiyla birlikte ucuz olan bu boyalarin kullanimi artmis ve dogal boyalara olan
talep giderek azalmistir. Bunun yaninda yar1 sentetik boyalar iiretilmis ve kullanima
sunulmustur. Ancak tarih boyunca elde edilmesi zor olan dogal pigmentlerin iiretimi
organik kimyadaki gelismelere paralel olarak 20. yy’den itibaren kolaylagsmis ve dogal
boyalar yeniden dikkat cekmeye baslamistir (Venil et al. 2013).



1. GIRIS

1.2. Sentetik Boyalar

Ik olarak 1856°da kesfedilen sentetik boyalar ¢ok hizli bir gelisim gostererek
kisa siirede cesitlenmistir. Sentetik boyalarin zamanla kimyasal siniflar1 farklilagsmis ve
endiistriyel dlgekte azo, antrakinon, kiikiirt, indigoid, trifenilmetil (tritil) ve ftalosiyanin

gruplar1 en ¢ok kullanilan tiirevleri olmustur.

Sentetik boyalar tekstil, deri, kagit, gida, kozmetik gibi pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kullanim alanlarinin genis olmasi nedeniyle 100.000 ¢esidin
lizerinde sentetik boya iiretilmis olup diinya genelinde yillik 7x10° bin ton iiretime sahip
oldugu bilinmektedir (Forgacs et al. 2004). Geleneksel tekstil endiistrisinde, yaklasik 1
kg tekstil malzemesini boyamak icin yaklasik 100 L su tiiketilmekte ve bu nedenle
ozellikle tekstil boyama islemi sirasinda, boya sinifina bagl olarak, atik su kayiplari,
%’50'lere ulasabilmektedir. Atik su iiretilmesinin yaninda boyama sularinin ve boya
atiklarinin genellikle ¢evredeki yilizey ve yeralti sularina karigmasi sonucunda da ciddi
Kirlilik problemleri olusmaktadir. Yine sulara karisan atik boyalar giines 1sigmnin su
icerisine gecisine engel olmakta ve boylelikle su igerisinde yasayan pek c¢ok
organizmanin fotosentezini ve gelisimini de engellemektedir (Sudova et al. 2007).
Ortalama bir yilda 280.000 ton tekstil boyasiin kullanildig1 diistliniiliirse durumun ne
kadar onem arz ettigi aciktir. Son yillarda, benzidin ve diger aromatik bilesikler gibi
bilinen kanserojen maddelerden olusan boyalarin kullanimi ve bunlarin toksisite ve
kanserojen etkilerinden dolay1 sentetik boyalara temkinli yaklagilmaktadir. Kisaca
sentetik boyalarin kullanimi arttik¢a ¢evreye ve canlilara verdigi zararlar da artmaktadar.
Ozellikle bazi toksik etkili kimyasal tekstil boyalari ile boyanan giysilerin ciltle uzun
slire temast sonucunda; kisinin viicut 1sisinin artmasiyla beraber terlemeye izin vermek
i¢in agilan cilt gézeneklerinden emildigi ve bu durumunda insan sagligini ciddi anlamda
tehlikeye soktugu hatta kanser olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Sentetik
boyalarin bir kismi yetiskinlerde kimyasal duyarlilik belirtilerinden olan cilt
dokiintiileri, bag agrilari, bulanti, ishal, yorgunluk, kas ve eklem agrisi, bas donmesi,
solunum zorlugu, diizensiz kalp atisina neden olabilmekte, cocuklarda ise yiizde ve
kulaklarda kizarmalar, gozaltinda koyu halkalar, hiperaktivite, davranis veya 6grenme

sorunlar1 gibi belirtiler olusturabilmektedir (Chavan 2013).
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Sekil 1.1 Sentetik boyalarin gosterdigi yapisal gesitlilik (Forgacs et al. 2004).

1.3. Dogal Boyalar

Sentetik boyalarin insan saglifi ve ¢evreye olumsuz etkileri sonucunda
aragtirmacilar ¢aligmalarini dogal boyalar iizerinde yogunlastirmistir. Dogal boyalarin
bir kism1 minerallerin yapisinda bulunsa da biiyiik bir kismi1 canli organizmalar igerinde
yer almaktadir. Dogal boyalarin en ¢ok tercih edildigi organizmalar; bitkiler, hayvanlar
ve mikroorganizmalardir. Dogal boyalar bu organizmalarin dogal yapisinda serbest
halde bulunabildikleri gibi, seker (glikozit halinde) veya proteinlerle birlesmis olarak da
bulunabilirler (Cakmakg1 1994). Coccoidea ve Aphidoidea familyalarina ait birgok
bocek cinsi ve tiirii dogal boya kullaniminda tercih edilmektedir. Dogal boyalarin tercih
edildigi ilk canlilar bitkilerdir (Rubia kok boya bitkisi, annatto, aspir, bataklik kizilcigi,
gardenya, havaciva (alkannin), kirmizibiber, kirmizi pancar, monaskus, hubiskus, tiziim,
zerdegal, sandalodunu, turunggiller, sar1 misir, kadife gigegi, sumak, miirver, kizilcik,
sogan, sekerci boyasi, boya kokii, kirmizilahana kadife c¢icegi, hashas, giilhatmi ve
giindiiz sefas1 gibi cicekler (Ozcan ve Akgiil 1995). Bilinen pek cok bitkisel boya hala

tercih edilse de iiretilmelerinin zor ve zaman almasi, {iretmis olduklar1 pigmentlerin
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izolasyonunda yasanilan sikintilar ve 6zellikle endemik tiirlerde tiiriin ortadan kalkmasi
gibi problemleri nedeniyle son zamanlarda onlara alternatif dogal boya arayislari
giindeme gelmistir. Mikroorganizmalar, kolay {iretilmeleri ve manipiilasyonlarinin
kolay olmasi nedeniyle bitkilere alternatif olarak tercih edilen organizmalardir. Yapilan
baz1 ¢alismalarda mikroorganizmalardan dogal boyalar elde edilmis ve uygun pH, 1s1,
151tk ve saklama kosullari g6z Oniinde bulundurularak dogal renkler {iretilmistir
(Samyuktha and Mahajan 2016). Monascus sp. (kif), orgil (liken), algler ve bakteriler
bu baglamda en sik kullanilan dogal boya kaynaklaridir. Dogal boyalarin renk verme
Ozelliklerinin yaninda antioksidan, antimikrobiyal ve antimutajenik aktivitelerinin
oldugu da bildirilmis ve bu nedenle eski zamanlarda oldugu gibi sentetik ve yari

sentetik boyalar yerine dogal boyalara olan ilgi artmistir (Erdal ve Okmen 2013).

Dogal olarak bulunan baslica pigmentler antosiyaninler (flavonoidler),
karotenoitler ve klorofiller olarak ii¢ grup altinda incelenmistir. Bunlara ek olarak

bakterial pigmentler ele alinmistir.

1.3.1. Klorofiller

Klorofil bir¢ok bakteri, alg ve bitkide fotosentez islemi sonucu olusan yesil
pigmentli yapidir. Fotosentez yapan yasam formlarindan kolaylikla ekstrakte edilebilen
klorofil pigmentleri, dogada en bol bulunan dogal pigmentlerdir. Klorofil pigmentinin
insan sagligi i¢in pek ¢ok yarart oldugu bilinmektedir. Klorofilin kanser riskini azalttig
ve bazi kimyasal karsinojen, mutajen ve serbest radikaller i¢in giiclii bir antioksidan

ozellik gosterdigi bildirilmistir (Chen and Roca 2018).
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Sekil 1.2 Klorofil a ve Klorofil b yapis1 (Grimm 2006)
1.3.2. Karotenoidler

Karotenoidler, C40 izopren iskeletinden olusan, bitkiler ve mikroorganizmalar
tarafindan tretilen, kirmizi, turuncu ve sari renkli pigmentlerdir (Abdalla 2003).
Karotenoidlerin kronik hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynadigr ve
antikanserojen ozellik gosterdigi bilinmektedir. Giiniimiize kadar yaklagik 600'den fazla
farkli karotenoid tanimlanmis olup bunlardan en iyi bilinenler alfa-karoten, beta-karoten
ve kriptoksindir (Astley 2003).
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Sekil 1.3 Karotenoidlerin yapist (Astley 2003)
1.3.3. Flavonoidler

Flavonoid pigmentler sar1, beyaz, mavi veya mor renkli suda ¢6ziinen ikincil bir
fenilpropanoid sinifi bitki metabolitleridir (Forkmann 1991). Yapisal olarak, bir benzo-

gamma-pironu birlestiren tek bir benzen halkasindan olusan flavonoidler, ii¢c asetat
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tinitesinden ve bir fenilpropan biriminden (shikimik asit yolu ile) olusurlar.
Flavonoidlerin sayis1 2000°den fazladir, bunlarin yaklasik 500 kadar1 serbest durumda
ve geri kalani ise suda ¢Oziinen gruplar olan O-glikozit veya C-glikozit halindedir.
Karbon 3'teki oksijenasyon durumuna gore simiflandirilan {i¢ ana tipi vardir. Bunlar
flavonlar, flavonoller ve flavononlardir (Mills 2013). Bir¢ogu ¢iceklerin, meyvelerin ve
yapraklarin renklerinden sorumlu 8000°den fazla flavonoid yapili bilesik tanimlanmistir
Flavonoidlerin ayn1 zamanda bitki yapraklarini ultraviyole 1sinlarindan korudugu da
diistintilmektedir (Babu and Liu 2009).

OH

H o]

o OH o

R = H: Apigenin R = H: Naringenin

R = OH: Luteolin R = OH: Eriodictyol
Flavones Flavonones

OH (e]

R = H: Kaempferol
R = OH: Quercetin

Flavonols

Sekil 1.4 Flavonoid ¢esitlerinin kimyasal yapist (Mills 2013).

1.3.4. Betalainler

Betalainler kirmizi renge sahiptir. Betasiyaninler (kirmizi-mor) ve betaksantinler
(sar1) olarak iki gruba ayrilir. Gliniimiize kadar tanilanmis 50’den fazla tiirii olan
betalainler, suda ¢oziinebilen, 1s1, 151k ve oksijen ile hizla pargalanan, genellikle orta
asitlik pH degerlerinde stabil bir yapiya sahiptir. Betalainler dogada kisitli dagilima
sahip olmasina ragmen, oOzellikle kirmizi olanlar pazi ve pancar gibi bitkilerden
tiretilmektedir (Lea 2003).
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Sekil 1.5 Betalain yapisi (Stintzing 2004)

1.3.5. Kurkumin

Kurkumin sar1 renge sahip, kori baharatinin ana maddesi olarak bilinen bir
polifenoldur (Darwin 1959). Kurkuminin antimikrobiyal (6zellikle bakteri ve viral
enfeksiyonlara kars1) ve antikanser Ozelliklerinin oldugu bilinmektedir. Antikanser
Ozelliklerinin arastirildigi ¢alismada in-vitro malign hiicrelerin apoptozisine neden

oldugu ancak saglikli hiicreleri etkilemedigi tespit edilmistir (Christinet et al. 2004).

o 0
HyCO I = = I OCHs
HO OH
K.urkumin

Sekil 1.6 Kurkumin yapis1 (Farazuddin et al. 2014)
1.3.6. Melaninler

Melaninler, insanlarda ve hayvanlarda bulunan, derideki hiicreler ve melanosit
ad1 verilen sag kokleri tarafindan sentezlenen bir grup dogal pigmentlerdir. Melaninlerin
ayn1 zamanda deriyi UV 1ginlarindan korudugu bilinmektedir. Melanin, melanosomlar
olarak adlandirilan melanositler igindeki sitoplazmik organellerde depolanir (Rosenberg
2012). Eumelanin (kahverengi-siyah pigment iiretenler) ve feomelanin (turuncudan

kirmiziya pigment iiretenler) olarak bilinen iki temel melanin sinifi bilinmektedir.
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Sekil 1.7 Melanin yapisi

1.3.7. Prodigiosin

Prodigiosin, kirmizi renkli alkaloid ailesinden 4-metoksi-a-a-bipirol yapisina
sahip dogal bir pigmenttir. Prodigiosin bu ailenin asiklik iiyelerini, metasikloprodigiosin
ve nonilprodigiosin ise siklik {iyelerini temsil etmektedir. Serratia tiirleri, Pseudomonas
magneslorubra, Vibrio psychroerythrous, Vibrio gazogenes, Alteromonas rubra,
Rugamonas rubra, Streptoverticillium rubrireticuli ve Streptomyces longisporus ruber

tarafindan tretilmektedir (Khanafari et al. 2006).

Sekil 1.8 Prodigiosin yapisi (Srimathi 2017)

1.3.8. indigo

Indigo, Hindistan’ da yetisen indigo (Indigofera tinctoria L.) bitkisinden elde
edilen mavi renkli pigmenttir (Délen 1992). Pigmentin yapisi iki indoksil molekiiliiniin
birlesmesinden tiiretilmis olan bir aromatik bilesiktir. Indigo tekstil boyamaciliginda
kullanilmasmin yanm1 sira antik ¢aglardan beri kozmetik, kanama durdurucu,
iltihaplanmayi, kanseri ve {iilseri Onleyici olarak da kullanilmistir (Kumar and Sinha
2004).
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Sekil 1.9 indigo yapisi (Saikhao et al. 2018)

1.3.9. Fenazin

Fenazinler, sari-mor ya da sari-kirmizi renkli, icerdikleri fonksiyonel gruplarin
tipine ve konumuna bagl olarak farklilik gosteren N-heterosiklik bilesiklerdir. Dogada
100'den fazla farkli fenazin yapisal tiirevi tanimlanmis ve fenazin i¢eren 6.000'den fazla
bilesik sentezlenmistir (Mavrodi, Blankenfeldt et al. 2006). Bilinen tek dogal fenaz
kaynagi olan bakteriler icerisinde en 6nemlisi Pseudomonas aeruginosa tarafindan
tiretilen piyosiyanin (5-N-metil-1-hidroksifenazin) olmustur. P. aeruginosa’dan baska
treticileri arasinda, Nocardia, Sorangium, Brevibacterium, Burkholderia, Erwinia,
Pantoea aglomerans, Vibrio ve Pelagiobacter cinsleri de bilinmektedir (Mavrodi et al.
2006, Mentel et al. 2009, Mavrodi et al. 2010). Ayrica arkelerde de fenaz tiirevleri
oldugu belirtilmistir.

Sekil 1.10 Piyosiyanin yapisi

1.3.10. Violacein

Violacein [3- (1,2-dihidro-5- (5-hidroksi-1 H-indol-3-il) -2-okso-3H-pirol-3-
ilden)-1,3-dihidro-2H-indol-2-one] koyu mor tonlu indol tiirevi bir bilesik olup
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Janthinobacterium  lividum, Pseudoalteromonas luteoviolacea, Alteromonas
luteoviolacea ve Chromobacterium violaceum gibi c¢esitli bakteriler tarafindan
iretilmektedir (Laatsch et al. 1984, Yada et al. 2008, Rodrigues et al. 2012, Rahul, et
al. 2015). Son zamanlarda, J. lividum izolatinin taslak genom dizisi yayinlanmis ve bu
bakterinin ayni zamanda violacein iiretiminin biyosentezi ve diizenlenmesini yaptigi

ortaya koyulmustur (Wu et al. 2017).

Violacein'in  antimikrobiyal, antiviral ve antitimor Ozelliklere sahip oldugu
kanitlanmistir (Leon et al. 2001, Nakamura et al. 2003, Kodach et al. 2005, Masuelli, et
al. 2016).
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Sekil 1.11 Violacein yapisi

1.4. Bakteriyel Pigment Uretimi

Mikrobiyal pigment kaynagi olarak en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalar
fungus ve bakterilerdir. Mikrobiyal kaynaklardan 6zellikle bakterilerin, kolay ve hizli
iremesi, diger kaynaklara gore c¢ok yonlii ve iiretken olmasi, stirekli kiiltiirde
biyoreaktor olarak ¢aligmasina izin veren yapisi yaninda kolay gen manipiilasyonu gibi
pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Bu nedenlerle bakteriler pigment iretimi ve
biyoteknolojik ¢alismalar i¢in ¢ok daha fazla tercih edilmektedir. Bakteriyel
pigmentlerin dogal renklendiriciler olarak {iretimi ve uygulanmasi, ¢esitli aragtirmacilar
tarafindan c¢alisilmis ve olumlu sonuglar alinmistir (Ahmad et al. 2013). Yapilan
aragtirmalar bakteriyel pigmentlerin kullanim alanlarmin ne kadar genis oldugunu
ortaya koymus ve uygulama alanlarinin sadece renkle sinirli kalmayarak bunun yaninda

antimikrobiyal, antikanser, antifungal gibi 6zellikleri de beraberinde tasidigini

10
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gostermistir. Staphylococcus aureus, M. luteus ve Malleomyces mallei’nin sari, gesitli
Mycobacteria suslarinin  turuncu, Prevotella melaninogenicus’un  siyah, S.
marcescens’in kirmizi, C. violaceum’un mor, Planococcus citreus’un limon sarisi, P.
aeruginosa’nin ise yesil, mavi ve floresans pigmentleri trettikleri gézlemlenmistir.
Bakterilerin ¢esitli karotenoid, melanin, flavin, fenazin, bakteriyoklorofil ve 6zellikle
violacein, prodigiosin ve indigo gibi pigmentlerin {ireticisi olduklari bilinmektedir
(Dufosse 2009).

Cizelge 1.1. Pigment Ureten Bakteriler

Bakteri izolatlar Pigment/Molekiil Renk
Agrobacterium aurantiacum Astaksantin Pembe — Kirmizi
Paracoccus carotinifaciens Astaksantin Pembe — Kirmiz1
Bradyrhizobium specie Kantaksantin Koyu Kirmizi
Flavobacterium specie Zeaksantin Sart

Paracoccus zeaxanthinifaciens

Achromobacter Zeaksantin Krem

Bacillus sp. Zeaksantin Kahverengi
Brevibacterium specie Zeaksantin Turuncu, Sar1
Corynebacterium michigannise Zeaksantin Grimsi Krem
Corynebacterium insidiosum Indigoidine Mavi
Rugamonas rubra, Streptoverticillium

rubrireticuli, Vibrio gaogenes, Prodigiosin Kirmizi
Alteromonas rubra

Rhodococcus maris Astaksantin Mavimsi kirmizi
Xanthophyllomyces dendrorhous Pembe - Kirmizi
Haloferax alexandrinus Kantaksantin Koyu Kirmizi
Staphylococcus aureus Staphyloksantin, Zeaksantin Altin Sar1
Chromobacterium violaceum Violacein Mor

Serratia marcescens, Serratia rubidaesa  Prodigiosin Kirmizi

P. aeruginosa Piosianin Mavi — Yesil
Xanthomonas oryzae Ksantomonadin Sar1
Janthinobacterium lividum Violacein Mor

11
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1.4.1. Micrococcus Tiirleri

Micrococus tiirleri (M. agilis, M. antarcticus, M. halobius, M. kristinae, M. luteus,
M. lylae, M. nishinomiyaensis, M. roseus, M. sedentarius, M. varians) genellikle toprak,
su, insan ve hayvan deri tabakasinda bulunan firsat¢1 patojendir. Micrococcaceae
familyasina ait hareketsiz, katalaz (+), oksidaz genellikle (+) ancak baz tiirlerinde (-)
olan Gram pozitif ve kok sekilli bakterilerdir. Sar1 veya kirmizi pigment iretimi

yaparlar (Beets 2006).

1.4.1.1. Micrococcus luteus

M. luteus insan ve hayvan derisi basta olmak iizere toprak ve suda bulunan Gram
pozitif ve spor olusturmayan aerobik bakteridir. Suda ¢6ziinmeyen ve karakterize
edilmis olan sar1 pigment iiretimi gozlemlenmistir. Son donemlerde firsatg1 patojen
olarak kabul edilen endokardit, septik sok, septrik artrit, menenjit ile iligskilendirilmistir
(Greenblatt et al. 2004).

1.4.2. Paracoccus Turleri

Paracoccus tiirleri (P. marcusi, P. denitrificans, P. pantotrophus, P.
halodenitrificans) Gram negatif, Rhodobacteraceae familyasina ait hareketsiz, kok
sekilli, katalaz ve oksidaz (-) bakterilerdir. Turuncu ve sari renkli pigment irettigi
bilinen bu bakterilerin habitatlart su, toprak ve bazi gida iriinleri (peynirler) olarak
bilinmektedir (Gutiérrez et al. 2019).

1.4.2.1. Paracoccus marcusii

P. marcusii, toprak ve sudan izole edilen kok sekilli Gram negatif bir bakteridir.
Bu bakteri fenotipik ozellikleri ve biiyiilk miktarlarda tiretmis olduklar1 karotenoidler
nedeniyle diger Paracoccus tiirlerinin bircogundan farkli olarak bilinmektedir (Harker
et al. 1998).

12
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1.4.3. Serratia Tiirleri

Serratia tiirleri (S. marcescens, S. liquefaciens, S. plymuthica, S. rubidaea, S.
fonticola, S. marnorubra, S. proteamaculans ve S. odorifera) genellikle su, toprak ve
bitkilerden izole edilebilen firsat¢1 patojenlerdir. Enterobacteriaceae familyasina ait
endospor olusturmayan, hareketli ve ¢ubuk sekilli, Gram negatif bakterilerdir. Serratia
cinsine ait bir¢ok tiir, DNaz, lipaz, jelatinaz, hemolizin, kitinaz, kloroperoksidaz, alkalin
fosfatazin ¢oklu izozimleri ve proteazlar gibi bir¢ok viriilans faktorii salgilamanin yani
sira karbapenem antibiyotikleri, prodigiosin adi verilen kirmizi bir pigment ve

biyosiirfaktanlar da iiretmektedirler (Horinouchi et al. 2010).

1.4.3.1. Serratia marcescens

S. marcescens, toprakta ve suda dogal olarak olusturdugu kirmizi pigmentleri
nedeniyle dikkat ¢ekmis ve olusturdugu bu pigment nedeniyle bir donem biyolojik
enfeksiyon belirteci olarak kullanilmistir. Sporodik enfeksiyonlarin yani sira son 30
yildir ciddi komplikasyonlara neden olan nazokomiyal enfeksiyon ajani olarak bilinen
S. marcescens’in idrar ve solunum yolu enfeksiyonlari, endokardit, osteomiyelit,
septisemi, yara enfeksiyonlari, g6z enfeksiyonlar1 ve menenjit ile iligkili oldugu da

gozlenmistir.

1.4.3.2. Serratia plymuthica

Itk olarak 1896'da Lehman ve Newman tarafindan Bacterium plymuthicum
olarak tamimlanan S. plymuthica sonradan Serratia cinsine alinmistir (Farmer et al.
1985). S. Plymuthica da Enterobacteriaceae familyasina ait endospor olusturmayan,
hareketsiz ve ¢ubuk sekilli, Gram negatif bir bakteri tliriidiir. Saprofit fermentatif bir tiir
olan S. plymuthica iiretmis oldugu kirmizi renkli prodigiosin ile dikkat ¢cekmektedir.
Habitat1 su olarak bilinmesine ragmen topraktan, bitkilerden, boceklerden hatta klinik
orneklerden dahi izole edilebilmektedir. Insanlarda ¢ok nadiren bulunan S.
plymuthica’nin bazi sporadik enfeksiyon vakalarina da neden oldugu bilinmektedir
(Grimont and Grimont 2006).

13
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1.4.2. Dogal Boyalarin Kullanim Alanlar:

Sentetik boyalarda kullanilan bazi kimyasal bilesiklerin toksik, mutajen,
kanserojen ve alerjik olmalar1 nedeniyle giiniimiizde toksik olmayan, giivenilir ve canli
organizmalardan kolay elde edilen dogal bilesiklere ve boyalara olan ilgi artmistir. Bu
baglamda dogaya ve canlilara olumsuz etkileri olmayan hatta canlilarda antimikrobiyal,
antioksidan ve antitimor ozelliklerine sahip dogal boyalar tercih nedeni olmustur.
Ozellikle gida, tekstil ve boyalarin yogun olarak kullanildigi farkli endiistriyel
sektorlerde renklendirici olarak bu boyalarin kullanimi artmis ve alternatif dogal boya

tireticileri aranir olmustur.

Gida sektoriinde boya ve pigmentler; yeni gidalarin iretilmesinde, gidalarin
imalatinda veya depolanmasinda olasi renk degisimlerini diizeltmek amaciyla siklikla
kullanilmaktadir. Bunun yaninda gida boyalari, var olan dogal rengi arttirmak veya
kaybolan rengi yerine koyarak gidanm 6zelligini korumak, iriinde standart bir renk
olusturmak, farkli bir renk veya degisik renk tonlar1 vermek noktasinda kalite
diistikligiint gizlememek kosuluyla da kullanilmaktadir (Atli 2010). Gida sektoriinde;
mandiracilikta stit ve siit trtinlerinin lezzet ve renk olarak modifiye edilmesinde,
dondurmalarin ve gida {irtinlerinin (yogurt, puding, siit igecekleri, tatlilar, sekerlemeler,
firm trinleri ve regeller) renklendirilmesinde, bazi durumlarda da koruyucu gida
maddesi olarak kullanilabilmektedir. Cesitli pigment iireten mikroorganizmalar
arasindan Monascus ruber’in toksik olmadigi ve gidalarda renklendirici yaninda
yiyecek lezzetini artirarak koruyucu o6zellikte sagladig bildirilmistir (Vidyalakshmi et
al. 2009). Bunun gibi pek ¢ok organizma iiriinii bu amagla kullanilmaktadir. Yine
balik¢ilik sektoriinde sucul hayvanlarin kalite 6zelliklerini ve albenilerini artirmak icin
de bazi boyalar koruyucu olarak tercih edilmektedir. Balik, karides ve bazi
mikroalglerde bulunan karetonoid iiyesi kirmiz1 bir pigment olan astaksantin tropikal
sis baliklarinin renklerinin korunmasinda (Ako et al. 2000), kiimes hayvanlari
endiistrisinde yumurta sarilarinin renklendirilmesinde (Inborr 1998) kullanilan

antioksidan 6zelligi giliglii pigmentlerden birisidir.

Endiistriyel sektorde oOzellikle baski endiistrisinde renk verici boya olarak

kullanimlar1 yaninda, piskiirtmeli yazicilar i¢in renk giderici olarak da dogal boyalar
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kullanilmaktadir. Endiistriyel sektorde kagitlarin yeniden kullanilmak istenmesi,
boylelikle orman kaynaklarmin korunarak geri dontisiimiin hizlandirilmasi i¢in, kagitlar
lizerine yazili olan harflerin ve goriintiilerin basili kagitlardan kolayca kaybolmasi
amaciyla 1s1k ile muamele edildiginde ¢oziilebilir miirekkepler tercih edilmektedir. Bu
amagla yapilan bir calismada gidalarda boya maddesi olarak da kullanilan Monascus
cinsine ait pigmenti kullanilmis, goriiniir 1s18a ve/Veya ultraviyole 1sigina maruz
kaldiginda basilan karakterlerin ve/veya goriintiilerin ¢abucak ¢oziilmesi saglanirken,
karanlikta tutuldugunda ise renklerin korunumu miimkiin olabilmistir (Tsuyoshi et al.

2004).

Dogal boyalarin en ¢ok tercih edildigi bir diger alanda tekstil endiistrisidir.
Sentetik boyalarin igermis olduklari kimyasallar nedeniyle cilt kanseri ve alerjik
reaksiyonlar gibi insan sagligini tehdit eden birgok probleme neden olmaktadir. Buna
ragmen sentetik boyalarin sicaklik ve ekstrem kosullarda bile dayanikli ve kararh
olmasi, sentezlenmesinin ve iretilmesinin kolay ve maliyetinin de diisik olmasi
nedeniyle tekstil endistrisinde 6zellikle tercih edilmektedirler. Bunun yaninda tekstil
endiistrisinde kullanilan boyalar ¢ok miktarda atik olusturmakta ve olusan bu atiklarin
biiyiikk bir kismu sulara bosaltilarak sularin kirlenmesine neden olmaktadir. Sentetik
boyalarin dayaniklilik 6zelliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle bu atik sularin aritilmasi
oldukca giic olmaktadir. Bu nedenlerden dolayr diinya c¢apinda ozellikle tekstil
endiistrisinde dogal kaynakli boyalar i¢in talep hizla artmaktadir (Srikanlayanukul et al.
2006). Tekstil triinlerinde dogal boyalar kullanilarak yapilan pek ¢ok ¢alisma

mevcuttur.

1.4.3. Dogal Boyalarin Kullanimimi Sinirlayan Faktorler

Dogal boyalarin sagliga zararli olmamasi bir tercih nedeni olsa da tretim
masraflarinin fazla olmasi kullanimini 6nemli 6l¢iide sinirlamaktadir. Yine tiretilen bazi
boyalar isleme sirasinda sentetik boyalar gibi kaliciliga sahip olamamakta, 1s13a maruz
kaldiklarinda solmakta ve yiiksek 1s1 ve asiditeye karsi diisiik direng gostermektedirler.
Boyalarin belli pH araliklarinda renk verme yetilerini koruduklari ancak optimal
simirlarin  disinda ki pH’larda farkli renkler olusturabildikleri bilinmektedir. Bazi

boyalar (antosiyaninler) aside kars1 ¢ok dayanikli olup diisiik pH ortamlarinda (pH 2,5-
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3,2), bazilar1 da (karotenoidler) genis pH (2,5-7,5) araliginda renk verme yetenegini
koruyabilmektedirler. Diisiik pH aralifinda aktivitesi yiiksek olan ve kuvvetli kirmizi
renk veren antosiyoninler, pH’nin 4,5 a kadar yiikselmesi durumunda (depolama ya da
1s1 uygulamalarinda) mor/mora yakin tonlar almakta ve bu durumda pigmentasyon
sirasinda renk maviden sartya doniismektedir. Ancak farkli kaynaklardan elde edilen
mor musir antosiyoninlerinin pH’6 ya kadar kirmizi rengini muhafaza ettigi

bilinmektedir (Atl1 2010).

Dogal pigmentlerin dayanikliligimmi etkileyen diger parametreler; oksijen,
sicaklik, metaller ve diger bazi katki maddeleridir. Dogal pigmentler kimyasal
yapilarindan dolay1 oksidasyona karsi olduk¢a hassastir, bu nedenle {iretimleri
esnasinda antioksidan ilavesi gerekebilmektedir. Dogal boya maddelerinin bazilari
farkli 1silarda kararliligini korusa da (6rnegin antosiyaninler ve karotenoidler yaklasik
100°C 1s1ya kadar dayanikli, kosnil, 1siya dayanikliligi en yiiksek) bazilart 1siya karsi
oldukga hassas (pancar kirmizisi) olabilmektedirler. Metaller 6zellikle de demir ve bakir
¢ogu pigmentin renksizlesmesine ve istenmeyen renklerin olusmasina neden
olabilmektedir. Yine bazi metallerin karotenoidler ve betasiyaninlerin katalize
edilmesini azalttigi bilinmektedir. Ozellikle gida boyalarinda bazi koruyucu katki
maddelerinin  kullanim1 (SO, ve askorbik asit) renk maddelerinin kararliligini
etkilemektedir. Yapilan calismalarda SO’in, antosiyaninlerin diistik
konsantrasyonlarinda kararliliklarin1 korumalarina katkida bulundugu bildirilmistir (Ath

2010).
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Calismanin ana temasmi olusturan mikrobiyal pigmentler ve bunlarin

uygulanma alanlart ile ilgili literatiir taramasinin sonuglar1 asagida siralanmaistir:

Alihosseini et al. (2008), deniz sedimentlerinden izole ettikleri Vibrio sp
tirlerinin parlak kirmizi pigment irettigini tespit ederek bu pigmenti elektrosprey
iyonizasyon kiitle spektrometresi (ESI-MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) ile
karakterize etmislerdir. Karakterizasyon sonucunda diisilk molekiiler agirlikli polar
olmayan yapiya sahip pigmentin prodiginin oldugunu ve bu pigment ile kumaslarin
boyanabildigini ve boyadiklar1 kumaslarin antibakteriyel aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

Biytiksirit ve Kuleasan (2013), ¢esitli kaynaklardan renk maddesi iireten
mikroorganizmalar1 izole ederek 16S ve 18S ribozomal DNA dizi analizi ile
tanilamislardir. Tan1 sonucunda kavuni¢i renk treticisi Rhodotorula glutinis, pembe
renk treticisi Sporobolomyces roseus, sart renk treticisi Cellulosimicrobium funkei ve
kirmizi-turuncu renk ireticisi Dietzia natronolimnaea olarak tanilanmustir. Izole
ettikleri organizmalarin iiretmis oldugu pigmentleri uygun ¢oziiciiler kullanarak
ekstrakte etmis ve saflastirmislardir. Saflastirmis olduklar1 pigmentlere kararlilik testleri
uygulamislar, 151k ve buzdolabinda beklettikleri pigmentlerde renk degisimi olmadigin
gozlemlemisglerdir. Optimum pH degerleri 5-7 arasinda tespit edilen pigmentlerin 151k ve
FT-IR spektroskopisinde spektrum analizleri yaparak kimyasal yapilari aydinlatilmistir.
Ayn1 zamanda saflastirilan pigmetler dondurma iiretiminde renk verme amaciyla

uygulanarak kararliligi ¢alisilmig ve basarili sonuglar alinmistir.

Kramar et al. (2013), Streptomyces cinsine ait koyu mavi ile koyu kirmizi renk
pigment iireten iki ayri izolatin (NP2 ve NP4) ham misel ekstraktlarini elde ederek,
tekstil boyama da dogal renklendirici olarak kullanilma imkanlarint arastirmislardir.
Calismada kullanilan ekstrelerin NMR yontemi ile analizleri sonucunda prodigision
benzeri bilesikler icerdigi tespit edilmis olup, her iki ekstrenin de farkli tekstil liflerine

kars1 farkli boyama yetenekleri oldugu bildirilmistir.
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Sumathi et al. (2013), balik bagirsagindan izole ettikleri bakteri izolatlarinin
prodigiosin iiretim yeteneklerini arastirdigi calismalarinda, tabakhane kati atik eti
kullanarak prodigiosin liretimini arttirmayi amaglamis ve ayni zamanda elde ettikleri
prodigiosinin farmakolojik etkisini degerlendirmislerdir. Calismalarinda maksimum
prodigiosin elde etmek igin fermantasyon kosullarii optimize ederek elde ettikleri
pigmentin FTIR, NMR, ESI-MS, TGA ve DSC kullanarak enstriimantal analizini
gerceklestirmislerdir. Calismalarmin sonucunda, 30°C sicaklik, pH 8 ve %3 substrat
konsantrasyonun saglanmasi halinde 30 saat igerisinde izolatlarin maksimum
prodigiosin irettigini tespit etmislerdir. Calismada iretilen pigmentlerin terapotik

etkinlikleri, in-vitro antimikrobiyal ve antikanser ¢alismalari ile degerlendirilmistir.

Indra et al. (2014), yiiksek karotenoid pigment iiretim kapasitesine sahip farkli
ortamlardan aldiklar1 kirk bir toprak oOrneginden izolasyonlar yapmiglar ve bu
izolasyonlar sonucunda sar1 renkli pigment olusturan 24 izolat elde etmislerdir. Bu
izolatlardan metanol ekstrakti kullanarak elde edilen pigmentler spektrofotometrik
analizler ile degerlendirilmis ve 450 nm'de olusan pikler, karotenoid pigmentinin

varligini1 gostermistir.

Chandran et al. (2014), Bacillus subtilis, Enterococcus hirae, Acinetobactor
mufti ve P. aeruginosa izolatlarinin pigmentlerini arastirdiklar1 galismalarinda; P.
aeruginosa’nin 37°C optimum sicaklikta 72 saatte maksimum oranda ve gesitli
renklerde pigment {rettigini gozlemlemislerdir. Kloroform ile ekstrakte ettikleri
pigmentleri, UV spektrofotometre ve HPLC ile analiz etmisler, ayn1 zamanda DPPH
testi ile de antioksidan aktivite calismalarini gergeklestirmislerdir. Bu analizler
sonucunda pigmentin piosiyanin oldugu ve bu pigmentin antioksidan ve antimikrobiyal

ozelligi olan gida renklendiricisi olarak kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.

Yolmeh et al. (2016), ultraviyole (UV) 1sinlar1 ile Micrococcus roseus'tan elde
edilen dogal pigment iiretiminin artirilmasina yonelik yapmis olduklart c¢alismada,
1sinlama siiresi (10-80 s), 1sinlama mesafesi (5-45 cm), inkiibasyon sicakligi (5-35 © C)
ve inkiibasyon siiresi (12-72 s) olmak tizere dort bagimsiz degisken parametresinin
dogal pigment {iretimi {izerindeki etkisini degerlendirmek icin tepki yiizeyi

metodolojisini (RSM) kullanmislardir. Caligmanin sonucunda, en uygun dogal pigment
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tiretiminin 15.67 s 1sinlama siiresi, 30,45 cm 1sinlama mesafesi, 21.36°C inkiibasyon
sicakligi ve 47.76 saat inkiibasyon siiresinin oldugu kosullarda gercgeklestigi tespit
edilmistir. Parametrelerin optimal degerlerde olmasi durumunda toplam karotenoid
(TC) miktar1 7,20 mg/L, biyokiitle kuru agirhigi (BDW) ise 7,17 ¢/L olarak
belirlenmistir. Calismanin sonucunda optimal sartlar altinda deneysel degerler ile
ongoriilen degerlerin birbiriyle uyumlu oldugu ve UV 1smlarinin M. roseus'tan pigment

tiretimini arttirmak igin etkili bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Samyuktha et al. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, topraktan izole edilen
bakteri izolatlarindan 3 tanesinin pigment iirettigi tespit edilmis olup bu pigmentlerin
ekstraksiyonu, antibakteriyel 6zelligi ve Vigna radiata (Mas fasiilyesi) tohumlarinin
¢imlenmesi iizerine etkileri incelenmistir. Calismada kullanilan bakteri izolatlarinin
10°C’nin altindaki sicakliklarda ve nétral pH degerlerinde 48 saatte maksimum pigment
iirettigi gozlenmistir. Izole edilmis pigmentlerin, 440 nm'de maximum emilim
gosterdikleri i¢in karotenoidler olabilecegi bildirilmistir. Ayrica pigmentlerin V. radiata
tohumlarinin ¢imlenmesi ve 5 farkli bakteri tiirtine (E. coli, Pseudomonas sp, Klebsiella
sp, Proteus sp, Staphylococcus sp.) karsi da antibakteriyel etkisinin olmadigi tespit

edilmistir.

Suryawanshi et al. (2017) yapilan g¢alismada, cesitli pigmentli bakterileri,
Marigold ¢igekleri, havug, bahge topragi ve domateslerden izole etmislerdir. Yogun
pigment iiretme kapasitesi gdsteren, alt1 bakteri susu izole edilmistir. Izolatlar gesitli
biyokimyasal testlere tabi tutulmustur. Bu bakteriyel izolatlar biyolojik ve tekstil
boyalarini bozma yetenekleri bakimindan test edilmistir. Bakteriyel izolatlar ayrica
hidrokarbon pargalama kapasitesi ve amilaz, beta-galaktosidaz, lipaz, pektinaz ve
seliilaz gibi hiicre dist enzimlerin iiretimi i¢in de test edilmistir. Ayrica pigmentler

fenolik aktivite, antioksidan kapasite ve antibakteriyel aktivite gostermistir.

Shetti et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, pigment tireten bakteriler
topraktan izole edilerek tamilanmis ve pigment iiretimi gozlenen bakterilerden
ekstraksiyon yapilarak pigmentlerin antibakteriyel potansiyeli arastirilmistir. Pigment
tireten izolat morfolojik ve biyokimyasal analizler sonucunda Serratia sp. olarak

tanilanmis ve bu izolatin iretmis oldugu kirmizi pigmentin S. aureus, E. coli, P.
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aeruginosa gibi patojen bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir.

Trivedi et al. (2017), piring tarlasindan almis olduklar1 toprak orneklerinden
pigment treten bakterileri izole ettikleri ¢alismalarinda, ti¢ ¢oziicii (metanol, n-hekzan
ve etil asetat) kullanarak bakterilerden pigment izolasyonu yapmislar ve izole ettikleri
pigmentlerin karakterizasyonu igin Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)
teknigini kullanmislardir. Pigment olusturan bakteriyel izolatin, 16S rRNA gen dizisi
analizi ile yapilan tanisi sonucunda B. subtilis oldugu tespit edilmis olup, iiretmis
oldugu pigmentin FTIR analizi sonucunda standart olarak kullanilan beta karoten ile

benzerlik gosterdigi ve dolayisiyla pigmentin karotenoid tiirevi oldugu tespit edilmistir.

Srimathi et al. (2017), pigment iireten mikroorganizmalar toprak 6rneklerinden
izole edilmistir. Biyokimyasal olarak tanmimlanmis ve S. marcescens oldugu
bulunmustur. Prodigiosin {iretimi, pH, sicaklik, inkiibasyon, farkli ortamlar, azot
kaynagi, seker substratlar1 gibi farkli ¢evresel parametrelere gore optimize edilmistir.
Ham pigment ekstresi, ince tabaka kromatografisiyle daha da saflagtirilmistir.
Prodigiosin, boyama, antibakteriyel ve antifungal aktivite gibi cesitli uygulamalar i¢in
test edilmistir. Bu nedenle pamuklu kumasta boyanmis renk tonu iyi oldugu igin,
prodigiosin pigmentinin tekstil {irlinlerinin biiyiik 06lgekli iiretimde boyanmasi igin
onerilebilecek olan pigmentin kimyasal boyalar i¢in bir alternatif olmasini1 saglayacagi
diisiiniilmiistiir. insan serviks karsinom hiicrelerinde S. marcescens pigmentinin kanser

Onleyici aktivitesi tizerine gelecekte ¢alismalarin yapilacagi diistintilmistiir.

Gondil et al. (2017), Serratia nematodiphila RL2 izolatindan prodigiosinin
tiretimini etkileyen gesitli fizikokimyasal parametrelerin roliinii belirleyerek optimize
ettigi ¢alismalarinda, besin ortamina ilave edilen laktoz ve maya ekstraktinin her birinin
%1 konsantrasyonunda, bakteri iiremesinin (10,25-4,6 mg / ml DCW) ve pigment
tretiminin  (0,46-0,6 mg) ortalama %65 oraninda arttigin1 bildirmislerdir. Ayni
caligmada prodigiosinin, Listeria sp., Pseudomonas sp., Yersinia sp. ve Shigella sp. gibi
patojen organizmalara kars1 antimikrobiyal 6zelliginin test edildigi ve olumlu sonuglar

alindig1 rapor edilmistir.
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Kenawy et al. (2018), S. marcescens'in biiylimesi i¢in karbon kaynagi olarak
yerel biyodizel tesisinden elde edilen ham gliserol kullanarak pigment iiretimi igin
optimal kosullar1 incelemislerdir. Calismalarinin sonucunda maksimum tretimin (870
tinite/hiicre) pH 9'da 22°C'de 6 giinliik inkiibasyondan sonra %1 (g/ml) pepton
ilavesiyle gergeklesebildigini ve gama 1sini ile optimize edilmis kosullar kullanilarak

pigment tretiminin iki katina ¢ikarilabilecegini gostermislerdir.

Meenakshi et al. (2018), sicak su kaynaklarindan almis olduklari numunelerden
(40°C ve pH 7,0 olan Luria Bertani besiyerinde 72 saatlik inkiibasyon sonucunda)
pigment iireten iki bakteri (M1 (Sar1) ve MS2 (Turuncu)) izole etmislerdir. Izole
ettikleri M1 izolat1 igin pepton (%0,5) en iyi karbon kaynagi, MS2 izolati igin ise
potasyum nitrat (%0,5) en iyi azot kaynagi olarak bulunmustur. Spektral analizde 437
nm’de maksimum absorbans gosterdiginden pigmentlerin karotenoidler oldugu rapor

edilmistir.

Abraham and Chauhan (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, topraktan izole
edilerek tanilanan Streptomyces sp.’nin iiretmis oldugu undesilprodigiosinin
antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Calismanin sonucunda pigmentin test edilen
izolatlardan Salmonella sp., Proteus mirabilis, Shigella sp. ve Enterococcus sp.’ye
kars1 etkili, S. aureus, Klebsiella pneumonia ve E. coli'ye karsi daha az etkili oldugu
bildirilmistir. Calismada ayn1 zamanda undesilprodigiosinin antikanser aktivitesi HelLa
hiicre hatlarina kars1 test edilmis ve IC50 degeri 145 pg/ml olarak tespit edilerek giiclii
bir sitotoksik etkisinin oldugu belirtilmistir. Mevcut arastirma ile, Streptomyces
izolatimin trettigi undesilprodigiosinin, etkili farmasotik ozelliklere sahip gliglii bir

biyoaktif metabolit oldugu ortaya koyulmustur.

Tandale et al (2018) tarafindan yapilan ¢alisma, Maharagtra bolgesinden izole
edilen actinobacteria’dan hiicre i¢i pigmentin izole edilmesine odaklanmustir. Iki
actinomycetes susundan yesil ve turuncu renkte pigment izole edilmistir. izolatlarin
biyokimyasal karakterizasyonu da incelenmistir. Pigment biiylik Olgekli liretim igin
MGYP segildi. Ayrica hiicre i¢i pigment izolasyonu i¢in ¢oziicii olarak etil asetat
kullanilmis kismen saflagtirtlmistir. Kismi pigmentlerin karakterizasyonlari, UV-

gorliniir spektrofotometre ve FTIR analizi kullanilarak tespit edilmistir. Ekstre edilen
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pigment Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere karsi belirgin antibakteriyel aktivite
gostermistir. Cikarilan pigment ayrica antioksidan aktivite agisindan analiz edilmistir.
Antimikrobiyal ve giiclii antioksidan aktivite agisindan elde edilen sonucglar genis
spektrum gostermistir. Dogal bir pigment kaynagi olarak bu pigmentler tekstil boyama

ve dudak kremi tiretimi i¢in kullanilmistir.

Chandra et al. (2018) Hint ve Carnatic miizigindeki ¢esitli miizikal titresimlerin,
mikroorganizmalarin ~ biiyiimesi ve metabolit {iretimi tizerindeki etkilerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, tollywood miiziginin (Iddarammayilatho filminden
600-1000 Hz ses frekansindaki Top lesi poddi sarkisi, ve Guna filminden 100-600 Hz
ses frekansina sahip olan Priyathama Neevachata Kushalama) etkisinin taranmasi igin
yaptlmistir. 600-1000 Hz arasinda degisen ses frekansinin, sar1 pigment {iireten
Brevibacterium sp. biyokiitlesinde ve pigment tiretiminde ciddi artisa neden oldugunu

bildirmislerdir.

Dogal boya olarak maden cevherleri, bitkiler, bocekler ve bazi
mikroorganizmalarin kulanildigi literatiirde ¢ok sayida c¢alisma olmasina ragmen
iilkemizde tekstil alaninda bakterilerden elde edilen dogal boyalarin kullanildigi az
sayida calisma oldugu ve bu anlamda dogal boya iiretiminde bakterilerin gozardi
edildigi fark edilmistir. Bu alandaki boslugu doldurmak ve dogal boyalara olan talebi
karsilamak amaciyla caligmamizda pigment fireten bakteriler tespit edilerek bu
bakterilerden pigmentler izole edilmis ve kumas boyasi olarak kullanimlari test
edilmistir. Ayn1 zamanda boyama yetenegi gozlenen bu pigmentlerin insan sagligina

etkisi de gesitli toksisite testleri ile aragtirilmustir.
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3.1. Materyal

Bu tezin ana materyalini 6nceki caligmalarda izole edilen ve pigment iirettigi

bilinen ancak tanilanmamis bakteriyel izolatlar olusturmaktadir.

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar ve modelleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Sarf Malzemeler

CiHAZ MARKA
Buzdolabi Edesa
CO2’li Inkiibator Esco
Calkalamali Inkiibator Zhicheng-Zhwy-2102c
Derin Dondurucu (-20) J.P. Selecta

Derin Dondurucu (-86)
Elektroforez tanki

Giic kaynagi

Hassas Terazi

Isitic1 Blok

Isitilicili Manyetik Karistirict
Masaiistii Ph Metre
Mikrodalga Firin
Mikroskop

Nanodrop Spektrofotometre
Otoklav

PCR Cihaz1

Saf su cihazi

Santrifiij
Spektrofotometre
Steril Kabin

Su Banyosu

Terazi

Ultra Saf Su Cihazi
Vorteks

Evaporator

Esco, Uus-439b

Biorad-yatay

Biorad, PowerPac

Shimadzu

Bioer

Daihan, Shr

Adwa, AD1000

Vestel

Zeiss, Prima Star

Thermo Scientific Multiskan Go
JSR, Jsac-60

Sensoquest

GFL

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Biotek EPOCH

Esco NordicSafe™ Class IT Biological Safety Cabinet
Daihan

Desis, NHB

Millipore, Q-3w

Wisd Wisemix VM-10

Scilogex RE-100 Pro
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3.1.2. Kullanmilan Besiyerleri ve Cozeltiler

%3’liik H202 ¢ozeltisi: 3 ml H202’nin hacmi steril dH20 ile 100 ml ye tamamlanmistir
(Lelliot et al. 1966).

%30’luk Gliserol: 70 ml steril distile su (dH20) tizerine 30 ml gliserol ilave edilerek
hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir (Klement 1990).

%70’lik Etil alkol: 70 ml saf etil alkolin hacmi steril dH2O ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmigtir. Karistm kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir (Klement 1990).

%95’lik Metil Alkol: 95 ml saf metil alkoliin hacmi steril dH2O ile 100 ml’ye

tamamlanarak hazirlanmistir.

10X Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.0 Cozeltisi: 80,0 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g
Na2HPO4 ve 2,4 g KH2POg4 tartilarak 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis, HCI ile
pH 7.4’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan

PBS c¢ozeltisi otoklavda sterilize edilip oda sicakliginda saklanmustir.

1M IPTG (lsopropylthio-B-D-galactosidase): 2,38 g IPTG, 8 ml ddH20’da
cozdiiriilerek son hacim 10 ml’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan karigim 0,22 um ¢apinda
milipor filtreden gecirilerek sterilize edilmis ve kullanilincaya kadar -20°C’de

saklanmistir (Baltaci 2015).

1X TAE tamponu (Tris-Asetat tamponu): 100 ml 10X TAE tamponu 900 ml steril
dH20 ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir. (Gormez 2011).

6X yiikleme tamponu: %100°lik 40 ml gliserol, 0,1 g bromfenol blue ile karistirilarak
son hacmi 1XTAE ile 100 mI’ye tamamlanmistir. Hazirlanan karisim otoklavda sterilize

edildikten sonra +4°C’de muhafaza edilmistir (Gérmez 2011).
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Amfisilin ¢ozeltisi: 20 mg amfisilin, 1 ml ddH.O’da ¢o6zdiiriilerek hazirlanmistir.
Hazirlanan karisim 0,22 pm ¢apinda milipor filtreden gegirilerek sterilize edilmis ve

kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmistir (Baltac1 2015).

Amfisilinli LB Agar: 250 ml LB Agar hazirlandiktan sonra sicaklik yaklasik 50°C’ye
geldiginde 250 ml LB Agar i¢in, 100 mg/ml’lik amfisilinden 250 pl ilave edilmis ve

homojen hale getirildikten sonra petrilere dokiilmiistiir (Oztas 2017).

Etidyum bromiir ¢ozeltisi: 1 g etidyum bromiir (10 mg/ml), 100 ml distile su (dH20)
icerisinde iyice ¢oOzdiriilerek hazirlanmis ve hazirlanan karisim karanlikta oda

sicakliginda muhafaza edilmistir (Adiguzel vd. 2006).

Kalsiyum kloriir ¢ozeltisi: 1,11 gr CaCl, 100 ml dH20’da ¢ozdiiriilerek otoklavda
121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Hazirlanan ¢6zelti kullanilincaya kadar +4°C’de
muhafaza edilmistir (Baltac1 2015).

Kristal viyole ¢ozeltisi: 100 ml steril distile su (dH20) igerisine 0,5 g kristal violet ilave

edilerek hazirlanmistir.

Luria Bertani (LB) Agar: (Bileseni (g/L); Tryptone: 10,0, Yeast Extract: 5,0,Sodium
Chloride: 10,0, Agar: 15,0) 1L distile su (dH20) igerisine 35 g Luria Bertani Agar ilave
edilerek hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilerek sogutulduktan
sonra petrilere dokiilmiistiir (Lelliott and Stead 1987).

Luria Bertani (LB) Broth: (Bileseni (g/L); Tryptone: 10,0, Yeast Extract: 5,0, Sodium
Chloride: 10,0) 20 g Luria Bertani Broth karisimi 1 L distile su (dH20) igerisinde
¢ozdiiriilerek, hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir (Lelliott
and Stead 1987).

Liigol Cozeltisi: 1 g iyot ve 2 g KCI tartilarak, toplam hacim steril distile su (dH20) ile

100 ml'ye tamamlanarak hazirlanmigtir (Klement 1990).
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Nutrient agar (NA): (Bileseni (g/L); Agar: 12,0, Peptone: 5,0, Beef Extract: 3,0,
Sodium Chloride: 8,0) 1 L distile su (dH20) igerisine 28 g Nutrient Agar ilave edilerek
hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilerek sogutulduktan sonra
petrilere dokiilmiistiir (Lelliott and Stead 1987).

Nutrient broth (NB): (Bileseni (g/L); Beef Extract: 1,0, Yeast Extract: 2,0, Peptone:
5,0, Sodium Chloride: 5,0) 13 g Nutrient Broth karigimi 1 L distile su (dH20) igerisinde
¢ozdiiriilerek, hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir (Lelliott
and Stead 1987).

Proteinaz K: 1 ml steril distile su (dH20) igerisine 20 mg proteinaz K ilave edilerek
hazirlanan karisim kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Stead et al.
1998).

Triptic Soy Agar (TSA): (Bileseni (g/L); Tryptone: 15,0, Soy Peptone: 5,0, Sodium
Chloride: 5,0, Agar: 15,0) 40 g Triptic Soy Agar karisimi 1 L distile su (dH20) ilave
edilerek hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilerek sogutulduktan

sonra petrilere dokiilmiistiir (Klement 1990).

X-gal soliisyonu (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-g-D-galactopyranoside): 1 ml
dimetilformamid igerisinde 40 mg X-gal ¢ozdiiriilerek hazirlanan karisim kullanilincaya

kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Baltaci 2015).

3.2. Yontem

3.2.1. Pigment Ureten Bakterilerin Secimi

Arastirma kapsaminda Onceki c¢alismalarda izole edilen ve kiiltiir
koleksiyonumuzda bulunan izolatlarin pigment liretme yeteneklerinin tespiti amaciyla
cesitli besiyerlerine (NA, TSA, LBA) ekimleri yapilmistir. Ekimi yapilan izolatlarin
besiyerlerinde olusturduklar1 renk degisimleri gozlenmis ve pigment olusturanlar

secilerek caligmalar bunlar iizerinden yiirtitiilmistiir.
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3.2.2. Bakteri izolatlarinin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.2.1. Hiicre Morfolojisi Testi

Pigment tireten izolatlarin hiicre sekillerini belirlemek amaciyla ilk olarak basit
boyama yapilmistir. Bu amagcla, bakteri kiiltiirii lam iizerine aktarilip hava ile temasi
sonucunda kisa bir siire kurutulmus ve alevden gecirilerek fiksasyon islemi yapilmistir.
Bu islemden sonra lam iizerine kristal viyole sollisyonu ilave edilerek, birka¢ dk
bekledikten sonra, saf su ile yikanip kurutulmus ve mikroskop altinda inceleme

yapilmistir (Saygili 1995).

3.2.2.1. Gram Boyama

NA besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltlirlerinden 6ze yardimiyla alinarak serum
fizyolojik ile lam {izerine yayilmis ve lam atesten gegirilerek fiksasyon islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen preparatlar tizerine 6nce kristal viyole boya soliisyonu
ilave edilip 2 dk beklenmistir. Siire sonunda preparat sudan gegirilerek liigol soliisyonu
ilave edilmis ve 1 dk beklenmistir. Siire sonunda deklorizasyon islemi i¢in su ile yikama
yapilip %96’lik etil alkol ile 15-20 sn. muamele edilmistir. Su ile yikama yapilip son
olarak sulu fuksin boyasi ilave edilerek 2 dk beklenmis ve preparat yikanarak boya
kalintilart uzaklastirilmistir. Kurutma islemi yapildiktan sonra mikroskopta inceleme

gerceklestirilmistir (Harley 2002; Ozkan 2009).

3.2.2.3. Hareketlilik Testi

Hareket testi yapilacak bakteriler NB besiyerinde gelistirilmis ve gelistirilen taze
sivt kiiltiirden bir 6ze dolusu alinarak lamelin ortasina aktarilmistir. Lamelin dort
kosesine ¢ok az miktarlarda vazelin siiriiliip ¢ukur lam ters g¢evrilerek ¢ukur kismi
kiiltiirin iizerine gelecek sekilde kapatilmistir. Lam ile lamel arasinda kalan sivi
kiiltiriin asili halde kalip kalmadig1 kontrol edilmis ve hazirlanan asili haldeki damla

preparati mikroskopta incelenmistir (Oztas 2018).
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3.2.3. Bakteri Izolatlarinin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.3.1. Katalaz Testi

Katalaz enzimi, hiicreler i¢in zararli olan hidrojen peroksit (H202)’1 pargalayarak
su ve oksijene doniistliiren bir enzimdir. Katalaz enziminin aktivitesini belirlemek igin,
18-24 h gelistirilen bakteri izolatlarindan 6ze yardimiyla alinan 6rnekler tizerine %3’liik
taze hazirlanmis hidrojen peroksit ilave edilmistir. Oksijen ¢ikis1 nedeniyle kabarciklar
olusmast durumu katalaz pozitif, olusmamasi ise katalaz negatif olarak

degerlendirilmistir (Klement et al. 1990).

3.2.3.2. Oksidaz Testi

Oksidaz testi, bakteri izolatlarinin elektron transferinde gorev yapan sitokrom C
enzimine sahip olup olmadigini géstermek igin uygulanan bir yontemdir (Acar 2009).
Bu test icin N, Ndimethyl-1,4-phenylene diammonium dichloride igeren 6zel stripler
kullanilmistir (Bactident Oxidase). Oze ile alman bakteri izolatlar1 stribin u¢ kismia
inokule edilmis ve bir siire sonra renk degisimi olanlar pozitif olarak degerlendirilmistir

(Harley and Prescott 2002).

3.2.4. Bakteri izolatlarinin Molekiiler Tanilanmasi

3.2.4.1. Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu

Calisma kapsaminda pigment olusturan bakteri izolatlarindan genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. Bu amagla NA besi ortaminda gelistirilen bakteriler 6zeyle
toplanarak eppendorf tiiplerine almmmis ve “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit,

Invitrogen” protokoliine uygun olarak DNA izolasyonlar1 gerceklestirilmistir.
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3.2.4.2. Bakterilerin 16S rRNA Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

16S rRNA gen bolgeleri, evrensel primerler (forward primer olarak; 27F=5"-
AGA GTT TGA TCC TGG CTCAG-3’ ve reverse primer olarak; 1492R=5"-GGT TAC
CTT GTT ACG ACT T-3’) kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.

PCR isleminde her bir 6rnek i¢in, 10X PCR Buffer’dan 5 pl; dNTP mixinden
(dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 10 mM) 1 ul; forward ve reverse primerlerden 1’er pl;
MgCly’dan (50 uM) 4 ul; 5 unit/ul Taq DNA polimerazdan 0,5 pl ve ddH20’dan 35,5
pl olacak sekilde toplam 48 pl reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Reaksiyon basina 2 pl
template DNA eklenerek toplam hacim 50 pl’ye tamamlanmistir. Hazirlanan tiipler
PCR cihazina yerlestirilerek, bir reaksiyon dongiisii, 95°C’de 2 dakika, 94°C’de 1 dk,
53°C’de 1 dk, 72°C’de 90 s olarak programlanmistir. PCR reaksiyonu 35 dongii ve final
uzamasi 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.4.3. 16S rRNA PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR fiiriinleri jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Bu amacgla 1,0 g agaroz
tartilarak 100 ml 1X TAE tamponu igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanan karigim
mikrodalga firinda tamamen homojen hale gelinceye kadar kaynatilmis ve ardindan
sicaklik yaklasik 50°C’ye gelinceye kadar bekletilerek icerisine konsantrasyonu 0,5
pg/ml olan etidyum bromiirden 3,5 pl eklenmistir. %1’lik hazirlanan jel karigimu,
dengelenerek taraklari takilmis olan jel kasetinin igerisine dokiilmiis ve agarozun
polimerlesmesi i¢in yaklasik 30 dk bekletilmistir. 30 dk sonunda taraklar dikkatli bir
sekilde ¢ikarilmis ve ¢ikarilan jel, 1X TAE tamponu ile dolu olan elektroforez tankina
almmistir. Ik kuyuya 1 kb DNA markir1 (HyperLadder 1kb, 200, 400, 600, 800, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000, 10037 bp), diger kuyulara ise drnekler
(5 pl) 2,0 pl 6X yiikleme tamponu ile karigtirilarak yiiklenmistir. Jel sistemi gii¢
kaynagina baglanarak 90 voltta 50 dk yiiriitilmiis ve DNA bantlari, jel goriintiileme

sistemi yardimiyla goriintiilenmistir (Gérmez 2011).
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3.2.4.4. 16S rRNA PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, kompetent hiicre yapiminda E. coli JIM101 susu kullanilmustir. E.
coli JM101 susu stoktan alinarak LBA’da canlandirilmis ve canlanan hiicrelerden 6ze
yardimiyla tek koloni alinarak LB Broth’a ekim yapilip, bir gece 37°C’de inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon  sonunda  kiiltirler =~ 1/10  oraninda  seyreltilerek,
spektrofotometrede OD600 nm’de 6l¢tiim alinmistir. 30 ml LB Broth iizerine, OD600:
0.1 olacak sekilde on kiltir eklenmis ve 37°C’de 60-90 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon boyunca her 20 dk’da OD600: 0.44-0.55 araligma gelinceye kadar 6l¢iim
alimmustir. Uygun degeri veren kiiltiir, +4°C’de 4500 rpm’de 10 dk ¢oktiiriilmiistiir. Bu
asamadan sonra tiim islemler soguk zincir bozulmadan ve oldukca nazik bir sekilde
gerceklestirilmistir. Daha sonra Siipernatant uzaklastirilirak, pellet tizerine 10 ml CaClz
eklenmis ve hafifce vurularak hiicreler ¢ozdiiriilmiistiir. 30 dk boyunca buz iizerinde
bekletilen hiicreler +4°C’de 10 dk, 4500 rpm’de tekrar santrifiij edilerek siipernatant
kism1 uzaklastirilmastir. Pellet tizerine yeniden 2 ml CaCl2 eklenerek ¢ozdiiriilmiis ve
ornekler 1 gece (12 saat) buzdolabinda (+4°C) bekletilmistir (Tarak¢ioglu 2016).

Hazirlanan kompotent hiicrelerin kullanilabilme stiresi 2 giindiir.

Ligasyon Islemi

5 ul 2X ligasyon bufferi, 3 pul PCR firiinii, 1 pl pGEM®-T Easy (1:1 oraninda
sulandirilmis vektor) ve 1 pul T4 DNA ligaz olacak sekilde 10 pl’lik reaksiyon karigimi
hazirlanarak hazirlanan karisim PCR tiiplerine dagitilmis ve 16°C’de 1 gece (yaklasik
14 saat) PCR cihazinda bekletilmistir (Tarak¢ioglu 2016).

Transformasyon

Transformasyon i¢in Amfisilinli LB Agar kullanilmistir. Hazirlanan kompetent
hiicrelerden her bir eppendorf tiip icerisine 200 pl koyularak tizerine 2 pl ligasyon iiriinii
eklenmis ve 30 dk boyunca buz iizerinde inkiibasyona birakilmigtir. Ardindan hiicreler,

42°C’lik su banyosunda 2 dk bekletildikten sonra, tekrar buz lizerine alinarak yaklasik 5
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dk beklenilmistir. Her bir tiip igerisine, steril kabin ortaminda 200 ul LB Broth eklenmis
ve 37°C’de 2 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda dipteki hiicrelerden, 50 ul
almarak, 40 pl X-gal ile 7 pl IPTG eklenerek oOnceden hazirlamis oldugumuz
“Amfisilinli LB Agar” {lzerine ekim yapilmistir. Petriler 37°C’de 12-14 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ligasyon {iriinii olmayan kompetent hiicre, “Amfisilinli LB

Agar” a ekilmis ve negatif kontrol olarak kullanilmigtir (Sar1 2016).

Koloni Se¢imi ve Koloni PCR

Transformasyondan sonra 12-16 saatlik inkiibasyonun sonunda olusan mavi-
beyaz kolonilerden beyaz kolonilerin daha saglikli olarak segilebilmesi i¢in, hazirlanan
ornekler, + 4°C’de 4-5 saat bekletilmistir. Se¢ilen beyaz kolonilerden koloni PCR islemi
yaptlmistir. 16,1 pul dH20, 3 pl 10X PCR buffer, 0,6 ul dNTP, 1,8 ul MgCly, 1,5 ul T7
primeri (5’-AA TAC GAC TCA CTA TAG-3’), 1,5 ul SP6 primeri (5’-AT TTA GGT
GAC ACT ATA G-3°), 1,2 ul DMSO ve 0,3 pl Tag DNA polimeraz karisimindan
olusan 26 pl PCR master miksi icerisine segilen koloniler inokule edilmistir. Hazirlanan
tiipler PCR cihazina yerlestirilerek, reaksiyon kosullari, 95°C’de 10 dk, 94°C’de 30 s,
45°C’de 30 s, 72°C’de 120 s 35 dongii ve final uzamas1 72°C’de 10 dk olacak sekilde
gergeklestirilmistir (Baltaci 2015). PCR reaksiyonu sonucunda, 6rnekleri goriintiilemek
icin %1°lik agaroz jel hazirlanmistir. 90 voltta 50 dk yiiriitiilen ve transforme edilen
geni tagiyan Orneklerden en net goriintii verenler secilerek plazmid izolasyonu igin,

amfisilin i¢eren LB Broth besiyerine inokiile edilmistir.

Plazmid izolasyonu

Plazmid izolasyonu ig¢in, segilen kolonilerden 3 ml amfisilinli LB Broth igerisine
ekim yapilmistir. Bu kiiltiirler 37°C’de bir gece boyunca (16 saat) 150 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda plazmid izolasyonu igin, “Thermo

Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit” kullanilmistir.
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3.2.4.5. 16S rRNA Gen Bolgeleri Sekans Analizi

16S rRNA gen bdlgelerinin baz dizilimi analizleri hizmet alimi ile
gerceklestirilmistir. Plazmid 6rneklerinden 50 pl alinarak, Oligomer (Tirkiye) firmasina
gonderilmis ve alinan sekans sonuglar1 BioEdit programi araciligi ile analiz edilmistir.
Sekans dizileri ilk olarak Fasta formatina gevrilmis ve vektore ait diziler sekanstan
cikarilarak dizi anlamli hale getirilmistir. Son olarak BLAST analizi yapilarak, Gen
Bankasindaki dizilerle kiyaslanma yapilmis ve izole edilen bakterilerin tiir seviyesinde
analizi gerceklestirilmistir. Tanilamasi yapilan bakteriler Genbank numaralar1 alinarak

NCBI veri tabanina eklenmistir (Adigiizel vd. 2015).

3.3. Bakterilerden Pigment izolasyonu

NA besi ortaminda yaklagik 2 giin gelistirilen bakteri kiiltiirleri NB besi
ortamina almarak oda sicakhiginda 150 rpm’de 5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda 9000 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant1 atilarak alinan pellet,
metanol ile slispanse edilmistir. Siispanse edilen karisim 9000 rpm’de 15 dk santrifiyj
edildikten sonra pigmentin toplandig1 silipernatant kismi steril kurutma kagidi
kullanilarak stiziilmiistiir. Evaporator cihazi ile metanolu ugurularak konsantrasyonu
artirllmis pigmentler petrilere dokiilerek 60°C’de kurumaya birakilmistir. Kuruyan
pigmentler gram cinsinden tartilmis ve sonraki uygulamalar i¢in + 4°C’de saklanmistir

(Shetti 2017).

3.3.1. Pigmentlerin Karakterizasyonu

Izole edilen pigmentlerin karakterizasyonu i¢in TLC metodu ve UV absorbans

spektrofotometresi kullanilmistir.

3.3.1.1. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Izole edilen pigmentlerin kromatografik olarak analizinde; kirmizi pigmentler
igin ¢oziicli olarak etil asetat, hareketli faz olarak kloroform/metanol (9/1 oraninda)

(Faraag et al. 2017); turuncu ve sar1 pigmentler i¢in ¢6ziicti olarak metanol, hareketli faz
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olarak ise metanol/aseton (30/20 oraninda) tercih edilmistir (Nakul and Gupta 2018).
TLC silika tabakalart uygun boyutta kesildikten sonra, uygun ¢oziiciiler igerisinde
cozdiiriilen pigmentlerden 10-20 ul alinarak silika tabakaya yiiklenmistir. Beher
igerisine ¢oziiciiler konulmus ve silika tabaka tizerine dik olarak yerlestirilerek agzi
folyoyla kapatilmistir. Ortalama 5-10 dk. sonra pigment igerisindeki bilesenler
ayristirtlmis ve gorinti UV altinda degerlendirilerek Rf degerleri hesaplanmustir. Rf

degerinin hesaplanmasinda asagida verilen formiil kullanilmistir (3.1).

bilesigin yikleme noktasindan itibaren yurudugu yol
Rf= sigin 'y y guy (31)

¢oziicinin orjin noktasindan itibaren yuridigi yol

3.3.1.2. Spektrofotometrik Olciimler

Izole edilen pigmenler metanol ile c¢dzdiiriildiikten sonra, quartz kiivetler
kullanilarak kirmizi pigmentliler igin 300-700 nm (Ahmad et al. 2012), turuncu ve sar1
olanlar i¢in ise 350-550 nm dalga boyunda 6lgtimler alinmigtir (Nakul and Gupta 2018).

Olgiim sonucunda gikan pikler dogrultusunda degerlendirmeler yapilmustir.

3.3.2. Pigmentlerin Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.3.2.1. Antibakteriyel Aktivitesinin Tespiti

izole edilen pigmentlerin antibakteriyel aktivitesi olup olmadigini belirlemek
amactyla agar diiflizyon testi kullanmilmistir. Pigmentlerin antibakteriyel etkinligi
Escherichia coli, P. aeruginosa, S. aureus, Metisilin dayanikli S. aureus (MRSA)’a
kars1 test edilmistir. Bu amacla uygulanilan agar diflizyon testinde, soft MHB besiyeri
ile dokme plak yontemi yapilmistir. Hazirlanan petriler iginde, 6 mm mantar delici ile
kuyular agilarak, pigmentler eklenmistir. Petriler diiz pozisyonda 30°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda inhibisyon zon olusumu goézlenerek

Olgtimler alinmistir (Wiegand et al. 2008).
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3.3.2.2 Hemoliz Aktivitesinin Tespiti

Izole edilen pigmentlerin kanda bulunan eritrosit hiicreleri {izerine olan etkisini
gozlemlemek amaciyla uygulanan yontemde ticari olarak alinan kan Ornegi
kullanilmistir. Kan 6rneginden 4 ml alinip D-PBS (Dulbecos phosphate-buffered saline)
eklenmistir. Serumdan kirmizi kan hiicreleri ayrilmak istenmis ve 10020 g’de 5 dk
santrifiij yapilarak ¢oktiirme islemi gergeklesmistir. Bu islemin ardindan 5 kez D-PBS
ile santrifiij edilerek yikama islemi yapilmis ve ardindan 40 ml D-PBS ile kirmizi kan
hiicreleri diliic edilmistir. Dilue edilen kan hiicrelerinden 200 pl alinip iizerine 800 ul
konsantrasyonlar1 belirlenen pigment 6rneklerinden eklenerek kisa siire vortekslenen
ornekler oda sicakliginda 4 saat statik konumda bekletilmistir. Her 6rnek igin 3 tekrar
calisilmis ve calismada pozitif kontrol olarak dH.O, negatif kontrol olarak D-PBS
kullanilmistir. Sonuglar hemoglobinin max absorbans gosterdigi 577 nm’de Ol¢iim

alinarak degerlendirilmistir (Yu et al. 2011).

3.3.2.3. Hiicre Canhlign Uzerine Etkilerinin Tespiti

Izole edilen pigmentlerin saglikli insan dermal fibroblast (ATCC® PCS-201-
012™ hiicre hattina olan etkisini ve toksisitesini incelemek amacityla MTT (3-4,5-
dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid) analizi yapilmistir. MTT analizi igin
fibroblast hiicreleri 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. Izole edilen pigmentler 100 pl
olacak sekilde hiicrelere verilerek 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda 0,5 mg MTT boyas1 1 ml steril PBS ile hazirlamarak filtreden gegirilmistir. Her
kuyucuga 20 pl olacak sekilde MTT boyasi eklenmis ve 37°C’de 3 saatlik inkiibasyon
sonunda plate 10 dk 1800 rpm’de santrifiij edilmistir. Supernatanti uzaklastirilan
hiicrelere 150 pl DMSO eklenerek 5-10 dk ¢alkalayicida bekletilmis ve spektrometrede
570 nm dalga boyunda absorbans degerleri elde edilmistir. Uygulanan pigmentler ve
konsantrasyonlari i¢in yiizde canlilik ve sitotoksisite degerleri hesaplanarak sonuglar

degerlendirilmistir (Meerloo et al. 2011).
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3.3.3. izole Edilen Pigmentlerin Kumas Boyasi Olarak Uygulanmasi

Izole edilen pigmentlerin konsantrasyonlari tespit edildikten sonra herbiri ayn
konsantrasyonda olacak sekilde 12 ml saf suda ¢o6zdiiriilerek boya soliisyonlari
hazirlanmistir. Elde edilen boya soliisyonlarinin i¢ine 2 gr ipek kumas ve kumasin
agirliginin 1/100°1 kadar olacak sekilde NaCl eklenerek 10 dk. isiticida kaynatilmistir.
Soliisyon tamamen berraklastiktan sonra ipek kumas c¢ikarilmig ve kurumaya

brrakilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Pigment Ureten Bakterilerin Secimi

Arastirma kapsaminda Onceki caligmalarda izole edilen ve kiiltiir
koleksiyonunda bulunan yaklasik 570 izolattan 13 farkli renk iireten bakteri tespit
edilerek bunlardan yogun renk olusturan 6 bakteri ile calismalar devam ettirilmistir. Bu
bakteriyel izolatlardan AS-54, AS-55, AS-67 ve AS-75 kodlu izolatlarin Erzurum ilinde
Akdag bolgesinde farkli lokasyonlardaki ¢camurlu toprak érneklerinden, AHS ve FAS-
TUR kodlu diger iki izolatin ise Erzurum ili Yakutiye ilgesinde cesitli bitkilerin
(kazayagr otu ve fasulye) rizosfer bdlgesinden izole edildigi ve inkiibasyon

sicakliklarmin ortalama 28°C oldugu belirlenmistir.

AUS () R b (Tuauncy) sy

As55 Pst3 As35

L =

Sekil 4.1 Izole edilen bakterilerin besi ortamindaki goriintiileri

4.2. Bakteri izolatlarinin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin morfolojik 06zelliklerini belirlemede hiicre boyama,
hareketlilik ve Gram boyama testleri yaninda koloni renkleri de tespit edilmistir.
Yapilan testler sonucunda izolatlarin morfolojik olarak tamaminin ¢ubuk seklinde
oldugu, Gram boyama testlerinde ise AHS kodlu izolatin Gram (+), digerlerinin ise
Gram (-) oldugu belirlenmistir. Hareketlilik testleri sonucunda AS-54, AS-55, AS-67,
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AS-75 hareketli, AHS ve FAS-TUR kodlu izolatlarin ise hareketsiz oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda bakteriyel izolatlardan AS-54, AS-55, AS-67 ve AS-75 kodlu
izolatlarin kirmizi, AHS kodlu izolatin besi ortaminda sar1, FAS-TUR kodlu izolatin ise

turuncu renkli koloni olusturduklart gézlenmistir (Cizelge 4.1).

4.3. Bakteri izolatlarinin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri izolatlarinin biyokimyasal 06zelliklerini belirlemek i¢in katalaz ve
oksidaz testleri yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Sonuglar incelendiginde
katalaz testi i¢cin; FAS-TUR kodlu izolatin katalaz (-), diger tiim izolatlarin ise katalaz
(+) oldugu, oksidaz testi i¢in ise tamaminin oksidaz (-) oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarin biyokimyasal test sonuglarinin tiir tanilar1 ve literatiir verileriyle uyumlu

oldugu gozlenmistir (Hejazi et al 1997, Srimathi et al. 2017).
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Cizelge 4.1 izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Morfolojik Testler Biyokimyasal Testler

izolasyon kodu
Hiicre Morfolojisi Hareketlilik Testi  Gram Testi  Koloni rengi Katalaz Oksidaz

AHS Kok - + Sar1 + -
FAS-TUR Kok - - Turuncu - -
AS-54 Cubuk + - Kirmizi + -
AS-55 Cubuk + - Kirmizi + -
AS-67 Cubuk + - Kirmizi + -
AS-75 Cubuk + - Kirmizi + -
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4.4. Bakteri izolatlarinin Molekiiler Tanilanmasi

4.4.1. Bakteri Izolatlarindan Genomik DNA izolasyonu

Calismada pigment tirettigi tespit edilen bakterilerden DNA izolasyonlar1 ticari
kit kullanilarak gergeklestirilmis ve izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 (83,75-
230,2 ng/ul) araliginda Slgiilerek agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. izole edilen

DNA o6rnekleri sonraki agamalarda kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

4.4.2. Bakterilerin 16S rRNA Gen Bélgelerinin PCR ile Cogaltilmas1 ve Jel

Elektroforezi

Pigment treten bakterilerin DNA’lar1 izole edildikten sonra 16S rRNA gen
bolgesi PCR ile cogaltilmistir. Cogaltilan PCR {irtinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitilmiis
ve yaklasik 1500 bp uzunlugunda olusan bantlarin goriiniitiisii DNA goriintiileme

sistemi ile tespit edilmistir.

4.4.3. 16S PCR Uriinlerinin Kompotent E. coli Hiicrelerine Klonlanmasi

Bakterilerin tanilanmasi sirasinda PCR ile amplifikasyonu saglanan gen
bolgesinden kayiplar olmamasi amaciyla ligasyon islemi ile klonlama vektoriiniin igine
sokulmugtur. Daha sonra ligasyon triinleri E. coli JM101 igerisine transforme edilmis
ve transformasyon islemi sonucunda olusan mavi beyaz kolonilerden, beyaz koloniler

secilerek 16S rRNA gen bolgesini tasiyip tasimadigi konusunda test edilmistir.

Vektorde bulunan ¢oklu klonlama bolgesinde laktozu parcalayan Lac Z geni
bulunmakta ve aktarmak istedigimiz gen bu bdlge igerisine insort edilmektedir.
Klonlama eger basarili olmamigsa gen aktif halde oldugundan ortamdaki laktozu
pargalayarak mavi koloni olusturmaktadir. Klonlamanin basarili olmas1 durumunda ise
B-galaktosidaz gen bolgesi biitiinliigii bozulmakta ve yerine aktarilan gen gecmektedir.
Bunun sonucunda ise besi yerinde bulunan laktoz parcalanamamakta ve beyaz koloniler
olusmaktadir. Klonlama sirasinda IPTG [-galaktosidaz geni i¢in bir uyarici, kromojen

bir madde olan X-Gal ise laktoz analogu olarak kullanilmistir. Dolayisiyla X-Gal, B-
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galaktosidaz geni aktif oldugu zaman pargalanarak mavi renkte koloniler olusturacak,
klonlamanin bagarili oldugu durumda ise X-Gal par¢alanmadigindan beyaz kolonilerin
olusumu gozlenecektir. Bu amacla kontrol amaglh ligasyon iiriinii igermeyen kompotent
hiicrelerinde eklendigi besi ortaminda herhangi bir gelisme olmazken transformant

hiicrelerin oldugu koloniler beyaz, digerleri mavi olarak goriintiilenmistir.

Bu baglamda her petri i¢in 3 beyaz koloni belirlenerek koloni PCR yontemiyle
dogrulama islemi yapilmistir. Her petri i¢cin, DNA markirinda yaklasik 1500 bg
hizasinda bant veren en parlak koloni se¢ilmis ve antibiyotikli besiyerine aktarilarak
plazmid izolasyonu asamasina gegilmistir. Plazmid DNA Ekstraksiyon Kiti kullanilarak
gerceklestirilen izolasyon akabinde elde edilen plazmidler, agaroz jel elektroforezinde
yiirlitiilmistlir. Plazmidlerin absorbans 6l¢iimleri alindiktan sonra da sekans analizleri

gerceklestirilmistir.

4.4.4. 16S rRNA Gen Bolgeleri Sekans Analizi Sonuclar:

Karsilagtirmali DNA dizi analizi yontemi mikrobiyal tanilamada en iyi genotipik
yontemlerden birisidir. En yaygin olan yaklagim ise, izolatlarin 16S rRNA gen
bolgesinin  kullanimiyla tanilanmasidir. Bu amagla calismada amplifiye edilerek
klonlanan ve akabinde koloni PCR ile segilerek izole edilen ve saflastirilan plazmidlerin
sekans analizi gergeklestirilmistir. 16S rRNA gen bdlgesine ait sekans analizleri BioEdit
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Dizilerin fasta formatindan vektére ve
primerlere ait olan sekanslari ¢ikarilarak dizi anlamli hale getirilmistir. Elde edilen dizi,
Gen Bankasindaki dizi analizleriyle karsilastirilmis ve filogenetik agaglari ¢ikarilmigtir
(Sekil 4.2). Bakteriyel izolatlarin tiir seviyesinde tanilamasi yapilmis ve GenBank

numaralari alinmstir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Bakteriyel izolatlarin tan1 sonuglari

izolat Kodu Tani Sonucu Genbank Numaras1  Benzerlik Yiizdesi  Baz Uzunlugu
AHS M. luteus MK411556 %98 1432 (bg)
FAS-TUR P. marcusi MK411557 %98 1353 (bg)
AS-54 S. plymuthica MK411555 %97 1517 (bg)
AS-55 S. plymuthica MK411552 %98 1449 (bg)
AS-67 S. plymuthica MK411554 %97 1511 (bg)
AS-75 S. marcescens MK411553 %99 1439 (bg)

96 [ Serratia plymuthica AS55 MK411552
1ﬁ|—} Serratia plymuthica AS67 MK411554
A0 Serratia plymuthica AS54 MK411555

—— Serratia marcescens AS75 MK411553

_| Micrococcus luteus AHS MK411556
54 Paracoccus marcusii FASTUR MK411557
Flavobacterium sp. Bif7 MG976768.1

Sekil 4.2 Bakteriyel izolatlarin filogenetik agaci

16S rRNA gen bolgelerinin, Neighbour-Joining yontemi ile filogenetik agaci
gosterilmistir (Saitou and Nei 1987). MEGA-6 programi kullanilarak ¢izilmis olan
filogenetik agac 7 farkli organizmanin niikleotit dizisini kapsamaktadir. Flavobacterium
sp. (MG976768) uygun dis grup olarak belirlendigi filogenetik analizde bootstrap degeri
1000 tekrarl olarak seg¢ilmistir.

Filogenetik agac¢ incelendiginde Gram negatif bakteriler icerisinde Serratia
cinsine ait tilirlerin bir arada oldugu ancak, P. marcusii tiriiniin ise Gram pozitif bir
bakteri olan M. luteus ile daha yakin bir grupta yer aldig1 gézlenmistir. S. marcescens
ile S. plymuthica nin birbirinden %4 oraninda farklilik gosterdigi bu iki tiiriin de diger
tirler ile ortalama % 54 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Dis grup olarak
secilen ve pigment {iretimi gozlenen Flavobacterium sp.’nin ise her iki grupla da iligkili

oldugu gozlemlenmistir.
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4.5. Pigment izolasyonu

Pigment {ireten bakterilerden 5 giinliik inkiibasyon sonucunda metanol
kullanilarak pigment izolasyonu yapilmistir. Pigment izolasyonunda kullanilan metanol
evaporatérde ugurularak pigmentler konsantre hale getirilmistir (Sekil 4.3). Petrilere
alinan pigmentler 60°C’de kurumaya birakilmig ve kuruyan pigmentler gram cinsinden
tartilarak (Cizelge 4.3) sonraki uygulamalar i¢in +4°C’de saklanmistir (Sekil 4.4).
Pigmentlerin izolasyonunda kullanilan bu yontem pek cok arastirici tarafindan da

kullanilmis ve olumlu sonuglar alinmustir (Shetti et al. 2017).

Pigment ekstraksiyonunun yapildigi caligsmalarda pek ¢ok arastirici tarafindan
farkli ¢oziiciiler kullanmigtir. Goswami and Bhowal (2014) ¢alismasinda ¢oziicii olarak
HCI igeren etanolu, Srimathi et al. (2017) ¢oziicii olarak aseton ve etil asetati, Nakul
and Gupta (2017) ile Chandra et al. (2018) ¢alismalarinda ¢6ziicii olarak metanolu
Numan et al. (2018) ve Tandale et al. (2018) ise ¢alismalarinda ¢oziicii olarak sadece
etil asetati kullanmiglardir. Shahitha et al. (2012) tarafindan yapilan calismada ise
¢coOziicii olarak aseton kullanilmis ancak bu arastiricilar pigment ekstraksiyonu
yapmadan kiltiir ortamima asetonu ekleyerek inkiibasyon sonucunda yeniden bu
¢oOziiciiyli kullanarak ekstraksiyonu gerceklestirmislerdir. Literatiirde pek ¢ok ¢oziicli
kullanilsa da en ¢ok tercih edilenlerin etil asetat ve metanol oldugu gozlenmis ve
calisgmamizda ¢oziicii Ozelliginin iyi olmasi nedeniyle metanol tercih edilmistir.
Izolasyon sonucunda elde edilen pigmentlerin kuru agirliklar1 degerlendirildiginde
literatlirde farkli arastiricilar tarafindan farkli miktarlarda pigment miktar1 saptandig
gorilmistiir. Shahitha and Poornima (2012), NB besi ortaminda {iretmis olduklari
pigmentin 0,51 g, Nakul and Gupta (2017) 0,07 g ve 0,109, Srimathi et al. (2017) ise
caligmalarinda elde ettikleri pigmentlerin kuru agirliklarini 3,4 g/L ve 0,031g/L olarak
saptamiglardir. Literatiirle karsilastirlldiginda Cizelge 4.3’de yer alan pigment kuru
agirliklarinin diger calismalara nazaran farkli oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bunun
en biiylik nedeni pigmentlerdeki kuru agirlik miktarlarmin literatiirde genellikle g/L
tizerinden verilmisken calismada verilen kuru agirlik miktarlarinin 200 ml’de g
cinsinden olmasidir. Bunun yanida kullanilan ¢oziicii ve inkiibasyon parametrelerine
bagl olarak da pigment iiretimi ve miktarlar farklilik gosterebilmektedir. Renklendirme

amactyla kullanilan boyar madde miktarinin elde edilen rengin tonuna ve
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dayanikliligina etkisi oldugu bilindiginden kullanilan pigmentin kuru agirliginin tespit
edilmesi 6nemlidir. Ornegin kirmizi bir pigment kullanilirken kullanmilan pigmentin
miktara bagh olarak pembeden kirmiziya farkli renk skalasi ortaya ¢ikabilmektedir.

Bu nedenle ¢alismada miktar tayini yapmak biiyiikk onem arz etmektedir.

Sekil 4.3 Evaporator ile metanolun pigmentten uzaklastiriimasi

T
] r(—"
s 54

P35

Pl Tueameu

Pb

Sekil 4.4 Kurutulmus pigmentler
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Cizelge 4.3 Izole edilen pigment miktarlari

Bakteri izolatlar Pigment Miktarlar
AHS 0,2593 ¢
FAS-TUR 0,0724 ¢
AS54 0,374 g
AS55 0,0366 g
AS67 0,062 g
AS75 0,0375¢

4.5.1. Pigmentlerin Karakterizasyonu

Izole edilen pigmentlerin karakterizasyonu i¢in uygulanan TLC metoduna gore;

sar1 pigmentli AHS ile turuncu pigmentli FASTUR izolatlari igin Rf degeri (4.1);

5,5
e = 0,9 cm olarak, 4.2)

kirmizi pigmentli AS-54, AS-55, AS-67, AS-75 izolatlari igin ise Rf degeri (4.2);

3,5
— = 0,7 cm olarak bulunmustur. 4.2)

Rf degerleri incelendiginde alinan sonuglarin; literatiirdeki ¢aligmalarla
karsilastirildiginda AHS ve FAS-TUR izolatlariin Indra et al. (2014) ve Nakul and
Gupta (2017)’nin yaptigi calismalarda ki beta-karotenler ile, kirmizi pigmentli AS-54,
AS-55, AS-67 ve AS-75 izolatlarinin ise Faraag et al. (2017) ve Srimathi et al (2017)

tarafindan yapilan ¢aligmalarda ki prodigiosinin ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Spektrofotometrik ol¢iimlerine gore; AHS ve FAS-TUR izolatlarindan elde
edilen sar1 ve turuncu renkli pigmentler metanolde ¢ozdiiriilerek 350 ile 550 nm dalga
boyu araliginda 6l¢ililmiis ve yapilan 6l¢timler sonucunda 400-450 nm araliginda pikler

verdigi belirlenmistir (Sekil 4.5, 4.6). Alinan 6l¢iim degerlerinin literatiir verileriyle
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karsilagtiritlmas1 sonucunda her iki pigmentin de beta-karoten oldugu tespit edilmistir
(Ahmad et al. 2012, indra et al. 2014, Nakul and Gupta 2017). Yine AS-54, AS-55, AS-
67 ve AS-75 izolatlarindan elde edilen kirmizi renkli pigmentler de metanolde
cozdiiriilerek 300 ile 700 nm dalga boyu araliginda ol¢iimler alinmis ve yapilan
Ol¢iimler sonucunda 535 ile 540 nm araliginda degisen degerlerde pikler gézlenmistir
(AS-54 izolat1 536nm (Sekil 4.7), As-55 izolat1 537 nm (Sekil 4.8), AS-67 izolat1 537
nm (Sekil 4.9), AS-75 izolat1 537 nm (Sekil 4.10). Literatiir verileriyle
karsilastirildiginda bu izolatlardan elde edilen pigmentlerin de prodigiosin veya onun
tiirevleri olabilecegi tespit edilmistir (Ahmad et al. 2012, Faraag et al. 2017, Srimathi et
al. 2017).

— Cuvette 1: Un0001
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Sekil 4.5 AHS pigmentinin 400-410 nm’de maksimum verdigi 1sima
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— Cuvette 1: Un0001
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Sekil 4.6 FAS-TUR pigmentinin 450-460 nm’de verdigi maksimum isima

— Cuvette 1: Un0001
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Sekil 4.7 AS-54 pigmentinin 536 nm’de verdigi maksimum isima
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= Cuvette 1: Un0001
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Sekil 4.8 AS-55 pigmentinin 537 nm’de verdigi maksimum isima

— Cuvette 1: Un0001
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Sekil 4.9 AS-67 pigmentinin 537 nm’de verdigi maksimum 1s1ma
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— Cuvette 1: Un0001
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Sekil 4.10 AS-75 pigmentinin 537 nm’de verdigi maksimum 1s1ma

4.5.2. Pigmentlerin Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi

4.5.2.1. Antibakteriyel Aktivitesinin Tespiti

Izole edilen pigmentlerin antibakteriyel aktivitesinin tespiti amaciyla uygulanan
agar diflizyon testi sonuglarina gore; test edilen bakteri izolatlarma (E.coli, S. aureus,
Metisilin dayanikli S. aureus (MRSA), P. aeruginosa) karsi zon olusumu
gozlemlenmemistir. Literatiirde betakaroten ve prodogiosinin pek ¢ok bakteriye karsi
antibakteriyel 6zelliginin oldugu tespit edilmistir (Wiegand, Hilpert et al. 2008). Ancak
caliygmamizda antibakteriyel aktivitenin test edildigi izolatlarin nozokomiyel
enfeksiyonlara neden olan oldukca direncli organizmalar olmasi nedeniyle verilerimizin
bazi literatiirlerle uyusmadigi gozlenmistir. Lapenda et al. (2015) tarafindan yapilan bir
caligmada S. marcescens’den izole edilen prodogiosin pigmentinin antimikrobiyal etkisi
E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis, S. pyogenes, Acinetobacter sp. ve oksasilin
direngli S. aureus (ORSA)’a karsi test edilmis ve test edilen pigmentin E. coli,

Acinetobacter spp. ve P. aeroginasa ya kars1 etkisiz oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismanin
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sonuglari ile karsilastirildiginda tez calismasinda test edilen patojenlerin de diger
calismada kullanilan izolatlar ile benzer oldugu ve bu durumun da bu organizmalara
karst prodigiosinin etkili olmadiginmi diisiindiirmektedir. Yapilan calismada aymi
zamanda oksasilin direngli 20 S. Aureus(ORSA) izolatina karsi pigmentin bakterisidal
ve bakteriyostatik etki gosterdigi ve ORSA'ya yonelik antibiyotik terapilerinde
uygulanabilirligi onerilmistir. Bu nedenlerle pigmentin farkli bakteri tiirlerine karsi
farkli aktiviteye sahip oldugu soylencbilmektedir. Bakterilerden izole edilen beta-
karoten pigmenti i¢in de literatiirdeki ¢alismalar incelenmis Ahmad et al. (2012)
tarafindan yapilan ¢alismada pigmentin antimikrobiyal etkisi E. coli ve B. cereus’a karsi
test edilmis ve c¢alismanin sonucunda antimikrobiyal etkisinin ¢ok fazla olmadigi
gozlemlenmistir. Bu ¢alismanin da AHS ve FAS-TUR izolatlarindan elde edilen ve beta

karoten oldugu diisiiniilen pigmentle ilgili test sonuc¢larini destekledigi goriilmiistiir.

4.5.2.2. Hemoliz Aktivitesinin Tespiti

Hemolitik aktivite testleri ticari olarak satin alinan kan Ornegi ile
gerceklestirilmis ve pozitif kontrol olarak dH.O, negatif kontrol olarakta PBS
kullanilmistir. Izole edilen pigmentlerin hemolitik aktivitelerine ait grafik Sekil 4.11°de

verilmistir.
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Sekil 4.11 izole edilen pigmentlerin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi
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Yapilan ¢alismada izole edilen pigmentlerin eritrosit hiicrelerine olan etkisini
aragtirmak icin ana stok konsantrasyonlari tiim pigmentler i¢in 7,32 olarak ayarlanmig
ve 1072 oranina kadar diliie edilerek 3 farkli konsantrasyonda (7,32, 0,732, ve 0,0732
mg/ml) hiicrelere uygulanmistir. Pozitif kontrole gére yapilan degerlendirme sonucunda
pigmentlerin bu yiiksek dozlarda bile kanda hemoliz meydana getirmedigi
belirlenmistir. Literatiirde bu izolatlar ve bunlardan izole edilen pigmentlerin memeli
eritrosit hiicreleri iizerine olan etkisine bakilmadig1 gbézlemlenmis olup boyle bir

calisma da bu yontem ilk kez degerlendirilmistir.

4.5.2.3. Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkilerinin Tespiti

Calismada kullanilan saglikli fibroblast hiicre hatt1 {izerinde izole edilen
pigmentlerin etkisini tespit etmek amactyla MTT boyast uygulanmustir. Izole edilen
pigmentler gram cinsinden hesaplanarak PBS icerisinde ¢6ziilmiis ve hiicre kiiltiiriinde
kullanilmak iizere hazir hale getirilmistir (Sekil 4.12). Pigmentlerin elde edilmesi
sirasinda ¢oziicii olarak kullanilan %95°lik metanoliin saflik degeri hiicreler i¢in toksik
oldugundan tamamen ugurulmus ve pigmentler onun yerine PBS ile ¢ozdiiriilerek
saglikli fibroblast hiicrelerine verilmistir. Tiim izole edilen pigmentler ana stoklar 37,2
mg olacak sekilde ayarlanmistir. 37,2, 3,72, 0,372 ve 0,0372 mg’lik konsantrasyonlarda
10%e kadar seyreltilen pigmentler hiicrelere verilmis ve MTT sonuglari
degerlendirilmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.12 Izole edilen pigmentlerin PBS igerisinde ¢dziinmesi

MTT test sonuglarina gore; hiicrelerin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
hiicrelere verilen AHS pigmenti i¢in; 37,2 mg’lik konsantrasyonda %24,43 oraninda,

0,372 mg’lik konsantrasyonda ise %70 oraninda kontrole gdre hiicre canliliginin
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oldugu, FAS-TUR pigmenti i¢in 37,2 mg’lik konsantrasyonda %49,5, 3,72 mg’lik
konsantrasyonda %89 oraninda kontrole gore hiicre canliliginin oldugu, AS-54 pigmenti
icin; 37,2 mg’lik konsantrasyonda %26,42 oraninda, 0,372 mg’lik konsantrasyonda
hiicreye verildiginde %40,29 oraninda kontrole gore hiicre canliliginin oldugu AS-55
pigmenti ig¢in; 37,2, 3,72 ve 0,372 mg’lik konsantrasyonlarda hiicreye verildiginde
kontrole gore canliligin sirasiyla %15, %38 ve %68,40 oldugu, AS-67 pigmenti igin;
37,2, 3,72, 0,372 ve 0,0372 mg’lik konsantrasyonlarda hiicreye verildiginde kontrole
gore canliligin sirasiyla %23, %50, %55, %70 oldugu, AS-75 pigmenti i¢in; 37,2, 3,72,
0,372 ve 0,0372 mg’lik konsantrasyonlarda hiicreye verildiginde ise kontrole gore
canlilik oranlarinin sirasiyla %18, %36, %56, %73 oldugu tespit edilmistir. Yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda izole edilen bakteriyel pigmentlerin etkisi genellikle
kanser hiicreleri lizerine ¢alisilmis olup saglikli fibroblast hiicrelerinde sitotoksik etkisi
ile ilgili caligmaya tarafimizca rastlanmamistir. Ancak yapilan bu ¢alisma sonucunda
pigmentlerin hiicrelere kars1 sitotoksik etkisinin olmadigi ve bu nedenle canli sagligini

tehdit etmeyen dogal boya olarak kullaniminin miimkiin olabilecegi goriilmiistiir.
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Sekil 4.13 Izole edilen pigmentlerin sitotoksik aktivitesi

4.6. izole Edilen Pigmentlerin Kumas Boyasi Olarak Uygulanmasi

Izole edilen bakteriyel pigmentler ipek kumas {izerine uygulanmis ve boyar

ozellikte oldugu gozlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 Ipek kumas boyama sonuglari

Tekstil endiistrisi diinya genelinde hizla biiyliyen endiistrilerden biridir ve bu
endiistride ¢ok biiylik miktarlarda sentetik boya kullanim1 vardir. Boyama iglemleri ve
bunlarinin atiklarinin  ortadan kaldirilmasi siirecinde ortaya bir ¢ok problem
cikmaktadir. Bu ciddi problemler nedeniyle dogal renklendiriciler boya endiistrisi igin
giivenli bir alternatif olabilir. Krishna et al. (2008), Serratia sp.’den izole edilen
prodigiosin benzeri pigmentleri kumas boyasi olarak ¢esitli tekstil malzemelerine
uygulamis ve akabinde yaptigi yikama uygulamalari sonucunda renklerin stabil
kaldigin1 gozlemlemistir. Ahmad et al. (2012), S. marcescens bakteri izolatindan
kirmiz1 prodigiosin, C. violaceum bakteri izolatindan ise mor pigment izole ederek yiin
naylon ve ipek kumaslar1 {lizerine boyama etkilerini incelemisler ve calismalarinin
sonucunda prodigiosin ve violacein i¢in en yogun boyamanin saf ipek ve ipek sateninde
oldugunu bildirmiglerdir. Literatiirdeki calismalar ve bizim c¢alismamiz &zellikle
prodigiosin pigmentinin tekstil boyasi olarak kullanilmasi fikrini destekler yonde

olmustur.

Beta-karoten pigmentinin dogal boya olarak kullanimina yonelik literatiirde ¢ok
calisma olmadigr gdzlenmistir. Calismamizda ise bu pigmentin boyar 6zelliginin oldugu
tespit edilmis olup yapilan boyama sonuglarinda iyilestirmeye gidilebilecegi

distiniilmiistiir.
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Insanlik tarihinin baslangicindan beri insanoglunun farkli amaclar icin gesitli
boyama ydntemleriyle hayatinmn her alanina renk kattig1 bilinmektedir. Insanoglunun en
temel ihtiyaglar1 diger tiim canlilar gibi beslenme, barimma ve korunmadir. Ancak
insanoglu sahip oldugu essiz diislince sistemiyle diger tiim canlilardan ayrilir. Bu
nedenle yasama kendinden bir iz birakma, yasadig1 alana estetik yonden sekil verme
diirtiisii en az hayatta kalma diirtiisii kadar giiclii bir dirtiidiir. Renklendirme islemi
kimyasal boyalarin sentezine kadar bitkiler, bazi hayvanlar ve madenler gibi dogadan
elde edilen maddelerle gergeklestirilmistir. Ancak niifusun ve dolayisiyla boya
kullaniminin artmasi dogal boyalarin bu ihtiyaca cevap verememesine neden olmustur.
1800’1t yillarda sentetik boyalarin kesfi, kullaniminin yayginlasmasi ve sanayi
devrimiyle birlikte tekstil endiistrisinde yasanan ilerleme bu boyalarin farkli iiriinlerle
diinyanin her bolgesine yayilmasi ¢evre ve insan sagligi ilizerinde geri doniisiimsiiz
bir¢ok hasarin meydana gelmesine neden olmustur. Gelinen noktada goriinen odur ki
sentetik boya kullaniminin bir an 6nce en aza indirilmesi, yeniden dogal kaynaklardan
boya iiretilmesi acil bir ihtiyagtir. Ancak ilk insanlarin dogal boya kaynaklarina
bakildiginda bu kaynaklar1 bitkilerin ve bocek, salyangoz gibi bazi hayvanlarin
olusturmasi ¢evre ve insan sagligi acisindan diger bir celiskidir. Dogal boya iiretiminde
kullanilan bitkiler incelendiginde ¢ogunun besin, baharat ve gida gibi birgok amacla
tiiketilen tibbi ve aromatik bitkiler oldugu goriiliir. Glinlimiizde bir¢ok Avrupa Birligi
kurulusu, kalkinma ajanslari, Tarim ve Gida Bakanligi dogal boya diretimi ig¢in
kullanilan birgok bitkinin tarimin1 hibe kredilerle desteklemektedir. Hayvansal
kaynaklarin dogal boya tretimi i¢in kullanimi ise etik sebepler nedeniyle miimkiin
olmamaktadir. Bitkisel boyama yapilirken elde edilen renk tonu, bitkinin sahip oldugu
boyar madde miktarma baglidir. Bitkinin sahip oldugu boyar madde miktarini ise
etkileyen bircok etken mevcuttur. Bu etkenlerden bazilar bitkilerin toplanma zamanlari,
hangi bolgede yetistigi, bitkinin yetistigi topragin icerigi, kullanilan giibreler, bitkinin
yetistigi donemde maruz kaldig1 yagis, 151k, riizgar gibi iklimsel faktorler, bitkinin
kurutulma yontemidir. Giiniimiiz modern diinyas1 diisiiniildiigiinde bir tekstil {irlinliniin
standart renge sahip olmasi pazarlanabilmesi ve ticari dneme sahip olabilmesi ic¢in

bliylik 6nem arz etmektedir. Ayrica diinyada yasanan aglik ve ilag hammaddesi sikintisi,
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bitkilerin sadece estetik ve ticari kaygilarla kullanimimin ne kadar etik konusunda akilda

bazi sorular ortaya ¢ikarmaktadir.

Mikrobiyal kaynaklarin herhangi bir etik kaygi olmadan arzu edildigi miktarda
iretilebilmesi, her tiirlii ham madde eldesi i¢in iiretim islemlerinde standardizasyonun
yapilabilmesi dogal boyar madde kaynagi i¢in mikroorganizmalari bir cazibe merkezi
haline getirmistir. Bu nedenle ‘Pigment {ireten bakterilerin izolasyonu, tanilanmasi ve
tekstil endiistrisinde boyar madde olarak kullanilmasi’ baslikli tez boya eldesinde
bakterileri kaynak olarak kullandigi i¢in biiylik dnem arz etmektedir. Diinya literatiiriinii
taradigimizda mikrobiyal kaynaklardan boyar madde eldesi ile ilgili bircok arastirma
mevcutken tlkemiz literatiirii icin bu tez ilk arastirma c¢alismasidir. Bu tezde
gerceklestirilen ¢aligmalar sonucunda; pigment olusumu tespit edilen 6 bakteri izolati

M. luteus, P. marcusii, S. plymuthica ve S. marcescens olarak tanilanmustir.

Bakteriyel izolatlardan elde edilen pigmentlerin antimikrobiyal oOzellikleri,
hemolitik aktiviteleri ile hiicrelere toksisitesine bakilmistir. Yapilan testler sonucunda
uygulama yapilan patojen tiirlere karst antimikrobiyal etkisinin olmadig1 tespit
edilmistir. Hemolitik aktiviteleri degerlendirildiginde pigmentlerin memeli eritrosit
hiicreleri iizerine olumsuz etkisinin olmadigi ve hiicre Kkiiltiirline uygulamalari
neticesinde de sitotoksik etkilerinin gozlenmedigi tespit edilmistir. Boyar 6zelliklerinin
tespiti amaciyla yapilan calismada da tesktil endiistrisinde ipek boyama o6zleliklerinin
oldugu gozlenmistir. Yapilan boyamalar sadece boya, saf su ve kii¢iik bir miktar tuz
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tekstil iirlinlerinin boyanmasinda boyanin kumasa
tutunmas1 ve sonrasinda kumasta uzun yillar boyunca etkilenmeden kalmasi i¢in farkl
dogal ve sentetik maddelerin mordan olarak kullanildig1 bilinmektedir. Kullanilan
mordan ¢esidi, miktar1 ve sekli elde edilen renk skalasini da etkilemektedir. Bu nedenle
caligmanin sonraki adimlarinda elde edilen pigmentlerle farkli dogal (kiil suyu, kireg
tasi, maya ekstrakti, yosun, kil, sirke, vb.) ve sentetik (sap, potasyum bikromat, sodyum
siilfat, aliminyum stlfat, bakir siilfat, ¢inko klor, vb) mordanlar kullanilarak yeni
boyamalar yapilmasi ve bir renk skalasi elde edilmesi amaclanmaktadir. Tezin
calismalarinda boyanan materyal olarak sadece ipek kumas kullanilmistir. Ipek kumas
sahip oldugu o6zellikler nedeniyle boyanmasi en kolay olan kumaslardan biri olmasina

ragmen iiretim maliyeti ¢ok yliksektir. Bu nedenle iiretim maliyetinin diisiik olmasi
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nedeniyle pamuklu ve yilinlii kumaslarin boyanmast ve bu kumaslarin ne kadar etkin

boyandiginin gbzlenmesi gerekmektedir.

Boyanmis ylin, ipek ve pamuk materyalin rengin liretimi ve kullanim1 esnasinda
1s1ya, 1§18a, siirtiinmeye ve yikanmaya karsi gosterdigi dirence ‘haslik’ adi verilir.
Bunlarin i¢inde en Onemlisi 1s18a karsi olan direngtir ve kumasin 1sikla ugradigi
degisiklige ‘solma’ denir. Solma olay1 kendini rengin agilmasi, koyulagmasi, dalgali
gorlintii olugsmasi1 veya tamamen yok olmasiyla gosterebilir. Renk degisimine yol agcan
diger etkenler ise yikanma, 1slak ve kuru siirtiinme, su ve insan teridir. Bir boya giines
15181, su, alkali, yikama, kuru temizleme, siirtiinme, {itii gibi etkilere kars1 koyabilse de,
renk degistirmiyorsa haslik derecesi yiiksek kabul edilmektedir. Calismanin sonraki
adimlarinda pigmentlerin uygulandigr farkli kumaslarin  haslik  derecelerinin

belirlenmesi Onerilmektedir.

Calismada pigment {iretimi amaciyla bakteriler inkiibe edilirken ticari besiyerleri
kullanilmistir. Ancak, ticari besiyeri kullanimi endiistriyel Glcekte pigment {iretimi
amaglandiginda ekonomik bir yaklasim olmayacaktir. Bu nedenle kullanilan bakterilerin
inkiibe edilebilecegi melas, peyniralti suyu gibi daha ekonomik besiyerlerinin
arastirilmasit uygun bir yaklasim olacaktir. Ayrica bakterilerin pigment iiretimi tek bir
kosulda saglanmis olup farkli karbon kaynaklari, farkli azot kaynaklari, sicaklik, asidite,
stire gibi farkli parametrelerin pigment {iretimi verimi iizerine etkisi arastirilmamaistir.
Caligmanin bir sonraki basamaginda optimum pigment {iretimi kosullarinin belirlenmesi

hedeflenmektedir.

Calisma sirasinda ekstrakte edilen pigmentlerin ¢esidi UV-Spektrofometri ve
TLC yontemleriyle tahmin edilmistir. Ancak pigmentlerin ¢esidi hakkinda kesin bir
sonuca varmak i¢in FTIR, ESI-MS, NMR, HPLC and jel filtrasyon kromatografisi

yontemlerinin kullanilmasi 6nerilmektedir.

Pigment iiretimi siirecinde kullanilan bakterilerin 5 giin gibi uzun bir siire
inkiibasyona birakilmasi endiistriyel uygulamalar i¢in pratik bir yaklasim degildir. Ayni
zamanda ¢ok az bir miktarda pigment eldesi i¢in bile biiyiik miktarlarda besiyerine ekim

yapilmas1 yine kullanilan yontemin dezavantajlarindan biridir. Bu nedenle ekstrakte
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edilen pigmentlerin kesin tanisi1 yapildiktan sonra, bu pigmentlerin tiretiminden sorumlu
gen bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve rekombinant DNA teknolojisiyle giiclii
promotorlara sahip ekspresyon vektorlerine klonlanmasi onerilmektedir. Bu sayede
ortalama 4 saat gibi bir siirede, ¢ok kiiclik bir besiyeri hacminde daha once elde

ettigimiz pigmentin yiizlerce kat1 miktarinda pigment elde edilmesi miimkiin olacaktir.

Tez calismas1 sirasinda kullanilan pigmentlerin sadece antimikrobiyal 6zelligi
arastirtlmistir. Fakat literatiirde bu tiir metabolitlerin antifungal, antioksidant, antikanser
gibi baska ozelliklerinin de bulunduguna dair kayitlar mevcuttur. Bu nedenle ekstrakte
edilen pigmentlerin antifungal, antioksidant, antikanser gibi 6zelliklerinin aragtirilmast,

pigmentlerin kullanim alani gercevesini genisletebilmek adina 6nerilmektedir.

Yapilan toksisite testlerinden elde edilen olumlu sonuglar elde edilen boyar
maddelerin ¢evre dostu oldugu, cevre ve insan sagligi ilizerine olumsuz etkisinin
olmayacagi kanaatini destekler niteliktedir. Ancak kullanilan testlere ilaveten yeni
toksisite testlerinin yanisira in-vivo deneylerinin yapilmasi bu kanaati kesin bir yargiya
ulastiracagindan, in-vivo deneylerinin yapilmasi Onerilmektedir. In-vivo’da ozellikle
fare deneylerinde pigmentlerin hem besin ek maddesi olarak kullanilmasi hem de deri
tizerine uygulanmasi onerilmektedir. Deri lizerine pigment uygulamasinda herhangi bir
toksik etki goriilmedigi taktirde pigmentlerin ruj, allik gibi renkli kozmetik iirtinleri
tiretiminde kullanim imkaninin arastirilmasi onerilmektedir. Yine besin ek maddesi
olarak kullanilan pigmentlerin herhangi bir toksik etki gostermemesi durumunda gida
boyasi olarak kullanim imkaninin arastirilmasi uygun goriilmektedir. Hem sentetik
renkli kozmetik iiriinlerin hem de gida boyalarinin insan sagligi iizerine son derece
zararl etkileri oldugu bilinmesine ragmen diinya pazarinda sahip oldugu biiylik pay
g6zoniine alindiginda, kullanima kazandirilan bu pigmentler ile elde edilmis boyar

maddelerin {ilkemiz ekonomisine katkisinin ¢ok biiyiik olacag: asikardir.
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